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RESUMO 
O aumento crescente da prevalência da obesidade no mundo coincide com o crescente uso de 
luz artificial a noite (LAN). Estudos recentes tem demonstrado que a exposição à LAN, leva a 
dessincronização do relógio biológico e predispõe ao desenvolvimento de doenças 
metabólicas. A restrição de proteínas durante o período gestacional ou após o desmame leva a 
alterações no relógio biológico, sendo já demonstrado que a redução desse nutriente, in utero, 
leva ao desenvolvimento de alterações metabólicas mais acentuadas induzidas pela dieta 
hiperlipídica (HFD). Contudo, ainda não é conhecido os mecanismos pelos quais a exposição 
à LAN leva a alterações no metabolismo energético, e também se a restrição de proteína 
concomitante a exposição à LAN poderia contribuir para a indução de alterações metabólicas 
mais acentuadas favorecendo o desenvolvimento de doenças metabólicas. Nós observamos 
em nosso trabalho que camundongos expostos à LAN (LL) por 8 semanas exibiram maior 
peso corpóreo e resistência à insulina. Além disso, esses camundongos desenvolveram 
esteatose hepática, fato que poderia ser atribuído a redução da expressão do gene Rev-erbα e 
aumento da expressão dos seu alvos lipogênicos. Ainda, camundongos LL apresentaram no 
fígado aumento da expressão de microRNAs (miRNAs) que tem como alvo o gene Rev-erbα 
tais como miR-140-5p, 185-5p, 326-5p and 328-5p. Em cultura primária de hepatócitos a 
superexpressão desses 4 miRNAs levou a redução gênica e proteica de Rev-erbα. Contudo, 
apenas os miR-140-5p, 185-5p apresentaram ação direta na região 3’UTR do gene Rev-erbα. 
Assim, nós concluímos que a exposição à LAN poderia levar ao desenvolvimento de esteatose 
hepática devido ao aumento da expressão de miRNAs que modulam a expressão de Rev-erbα. 
Em seguida nós observamos que camundongos alimentados com dieta hipoproteica (LP), por 
14 semanas e expostos à LAN durante as 8 últimas semanas apresentaram alterações 
semelhantes as exibidas no grupo alimentado com dieta normoproteica (NP), as quais 
incluem: aumento do peso corpóreo e da glicemia de jejum e alimentado, intolerância à 
glicose, e maior expressão da Pck1 no fígado durante o subjetivo dia. Contudo, camundongos 
LP/LL também exibiram algumas diferenças as quais foram dependentes do teor de proteínas 
como:  resistência à insulina no subjetivo dia e perda da variação diária da expressão da Pck1. 
Além disso, camundongos LP/LL não apresentaram mudança no período do consumo 
alimentar. Assim nós concluímos que a restrição de proteínas modifica algumas das alterações 
induzidas pela exposição à LAN ao invés de suscetibilizar o desenvolvimento dos efeitos 
deletérios promovidos por essa condição.  
	
	
	
ABSTRACT 
The use of electric light, as well as, the exposure to irregular light schedules has become 
common over the 20th century and coincides with increased global prevalence of obesity and 
metabolic diseases. Several studies have reported that exposure to artificial light at night 
(ALAN) leads to disruption of circadian rhythm and predispose to obesity and metabolic 
disorders. Dietary protein restriction, in utero and at early life, leads to altered circadian 
system. Furthermore, reduced protein on diet at gestation exacerbates the metabolic changes 
induced by HFD and predisposes to obesity and metabolic syndrome at adulthood. However, 
remains unclear which mechanisms underlie the metabolic changes induced by exposure to 
ALAN and, whether protein restriction, after weaning, could exacerbates the deleterious 
effects induced by nighttime light exposure, and predispose to obesity and metabolic 
disorders. First we found that mice exposed to ALAN, during 8 weeks, exhibited increased 
body and fat pad weights, as well as peripheral insulin resistance. Furthermore, these mice 
developed hepatic steatosis, which could be explained by decreasing expression of the clock 
gene Rev-erbα and consequent up-regulation of it lipogenic targets ACL and FAS. Mice 
exposed to ALAN also exhibited increased expression of Rev-erbα-targeting microRNAs 
(miRNAs) miR-140-5p, 185-5p, 326-5p and 328-5p, in liver. Besides, in primary hepatocyte 
culture, the exogenous expression of these miRNAs down-regulated the expression of Rev-
erbα at gene and protein level. However only the miR-140-5p and miR-185-5p directly bind 
in the Rev-erbα 3’UTR region. Taken together, these evidences indicate that exposure to 
ALAN could leads to hepatic steatosis through increasing the expression of miRNAs, which 
coordinate the down-regulation of Rev-erbα expression. Next we observed that mice fed to 
low-protein (LP) diet during 14 weeks and exposed to ALAN (LL) during the last 8 weeks, 
exhibited some metabolic changes similar than mice fed to normal protein (NP) diet 
including, increased body weight, as well as increased fasting and fed glycemia, which was 
followed by glucose intolerance and up-regulation of Pck1 at subjective day. On the other 
hand LP/LL group also showed specific metabolic changes, as reduced peripheral insulin 
sensitivity at subjective day and lost of daily variation in Pck1 expression. Also, these mice 
did not exhibit altered timing of energy intake toward the subjective day. Thus, our results 
suggest that protein restriction modify some of the metabolic alteration promoted by 
nighttime light exposure instead of exacerbates the deleterious effects induced by this 
condition. 
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1 INTRODUÇÃO 
1.1 Ritmo circadiano e exposição à luz a noite  
O ritmo circadiano representa um mecanismo adaptativo o qual permite que o 
organismo antecipe ou prepare respostas fisiológicas e comportamentais frente às mudanças 
ambientais cíclicas. Em mamíferos, o ritmo circadiano é gerado endogenamente no núcleo 
supraquiasmático (SCN), localizado no hipotálamo, sendo esse responsável por sincronizar o 
relógio presente nas áreas neuronais situadas extra-SCN [1-3]. Além disso, o relógio central 
também gera sinais rítmicos levando a sincronização do relógio presente nos tecidos 
periféricos, via sistema nervoso autônomo, secreção de hormônios, bem como, por meio do 
padrão rítmico do consumo alimentar [4-6]. O relógio central no SCN pode ser sincronizado 
por diferentes agentes sincronizadores, sendo a luz um dos mais importantes. Dessa forma a 
intensidade e o tempo de exposição a esse fator ambiental são críticos para a regulação dos 
ritmos cronobiológicos [6].  
A ritmicidade circadiana, a nível molecular, é gerada por meio de alças auto-
regulatórias compostas pelos fatores de transcrição Brain and Muscle Aryl Hydrocarbon 
Receptor Nuclear Translocator (ARNT)-like (BMAL1) e Circadian Locomotor Output Cycles 
Kaput (CLOCK) que por sua vez induzem a expressão de Period 1-3 (Per) e Cryptochrome 1-
2 (Cry). Após o aumento da concentração citoplasmática das proteínas PER e CRY, essas 
formam um heterodímero e deslocam-se até o núcleo inibindo a expressão de Bmal1 [7]. Os 
fatores de transcrição CLOCK e BMAL1 também irão induzir a expressão de receptores 
nucleares, tais como, Retinoic Acid-related Orphan Receptors (RORα) e Nuclear Receptor 
Encoded by NR1D1 (REV-ERBα), os quais quando ativados irão induzir ou promover a 
repressão da transcrição de Bmal1, respectivamente [8, 9].  
Nos tecidos periféricos, como o fígado, o relógio circadiano está intimamente 
associado com o padrão oscilatório do metabolismo da glicose e de lipídeos, visto que a 
expressão de genes que codificam proteínas envolvidas nesses processos metabólicos são 
regulados pelos genes componentes do relógio circadiano [10, 11]. Assim, estudos prévios 
demonstraram que o gene relógio Rev-erbα desempenha um importante papel na integração 
entre o sistema circadiano e o metabolismo, uma vez que esse gene regula a expressão de 
vários genes envolvidos no metabolismo, dentre eles a ATP citrate lyase (Acly) e Fatty acid 
synthase (Fasn), os quais fazem parte da via da lipogênese de novo (DNL) [12, 13]. Dessa 
forma, a alteração na expressão dos genes componentes do relógio circadiano está altamente 
associado com o desenvolvimento de desordens metabólicas como a obesidade e o diabetes 
mellitus do tipo 2 (DM2) [14-16].   
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A dessincronização do relógio biológico pode ser desencadeada por diversos 
fatores e, dentre eles o desequilíbrio nutricional, principalmente devido a elevado teor de 
lipídeos na dieta, tem sido amplamente investigado [17-20]. Contudo recentes estudos 
epidemiológicos vêm mostrando que o estilo de vida da sociedade moderna decorrente da 
maior exposição à luz artificial a noite (LAN), devido a jornada de trabalho em turnos, jet lag 
e restrição de sono, também promove a dessincronização do relógio circadiano e 
consequentemente está altamente associado com o desenvolvimento de doenças metabólicas 
[21-23]. Corroborando essa hipótese um estudo realizado com aproximadamente 69.000 
enfermeiras com idade entre 42-67 anos, as quais trabalharam em mudança de turnos entre os 
anos de 1988-2008, mostrou que a exposição à LAN é um fator de risco para o 
desenvolvimento de DM2, visto que ao longo do período de acompanhamento 6.125 mulheres 
desenvolveram essa doença [24]. Além disso, outro estudo realizado na Polônia com 724 
enfermeiras, dentre essas 354 trabalhando em turnos noturnos e 370  em turnos diurnos, com 
idade entre 40 e 60 anos, mostrou que a exposição à LAN devido ao trabalho noturno 
predispôs ao maior ganho de peso corpóreo, maior circunferência abdominal, bem como 
maior índice de massa corpórea [25]. Por fim, a Organização Mundial de Saúde também já 
evidenciou que a dessincronização crônica do relógio circadiano induzida pela exposição à 
LAN é um fator de risco para o desenvolvimento de doenças metabólicas, o qual pode 
acometer não somente pessoas que trabalham em mudanças de turnos, mas também a 
população em geral devido a poluição luminosa a qual está diariamente exposta [23].   
Os efeitos desencadeados pela exposição à LAN, no controle da homeostase 
metabólica, são reforçados por experimentos realizados em modelos animais. Camundongos 
expostos à LAN por 8 semanas apresentaram maior ganho de peso corpóreo,  perda da 
oscilação rítmica do consumo alimentar, bem como alteração do período de maior ingestão 
alimentar [26]. Ainda, a exposição à LAN levou a perda da oscilação rítmica da atividade 
neuronal do SCN, inflexibilidade metabólica, e ausência da variação diária da sensibilidade 
periférica à insulina em camundongos expostos à LAN por 5 semanas [27]. A exposição à luz 
com baixa intensidade durante a noite também leva a alterações dos ritmos cronobiológicos e 
ao desenvolvimento de desordens metabólicas [28]. Camundongos expostos à baixa 
intensidade de LAN apresentaram maior ganho de peso corpóreo, aumento do consumo 
alimentar durante o subjetivo dia, intolerância à glicose [28, 29]. Além disso, já foi 
demonstrado que camundongos expostos à baixa intensidade de LAN exibiram alteração na 
expressão do genes componente do relógio circadiano no fígado e tecido adiposo branco, 
indicando que a dessincronização do relógio periférico podem estar relacionado com as 
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desordens metabólicas induzidas pela exposição à LAN [29]. Assim, intensificar as 
investigações sobre os efeitos exercidos pela maior exposição à LAN contribuirá para o 
melhor entendimento dos mecanismos pelos quais essa condição leva as alterações 
metabólicas favorecendo o desenvolvimento da obesidade e do DM2. 
 
1.2 microRNAs e ritmo circadiano 
O controle da homeostase energética a mudanças nas condições ambientais, 
metabólicas e de disponibilidade de nutrientes ocorre por meio da regulação das respostas 
fisiológicas, sendo que uma via importante para que tal equilíbrio seja atingido é por meio da 
modulação da expressão de genes envolvidos no metabolismo. Recentes estudos têm 
identificado uma nova classe de RNAs como reguladores cruciais da homeostase metabólica, 
os quais foram denominado de microRNAs (miRNA) [30]. Os miRNAs são pequenos RNAs 
que não são codificados em proteínas e que possuem aproximadamente 20 a 22 nucleotídeos.
       A transcrição dos miRNAs é feita pela enzima RNA Polimerase II, a qual produz 
um transcrito primário (pri-miRNA) de cadeia longa que apresenta uma estrutura de hairpin 
em uma das suas extremidades [31]. Em seguida o pri-miRNA é processado por uma RNAse 
III tipo endonuclease chamada DROSHA, a qual juntamente com o cofator DGR8, formam 
um complexo intitulado de microprocessador. Esse complexo promove o primeiro passo de 
maturação do miRNA, levando a produção do pré-miRNA, o qual possui aproximadamente 
65-70 nucleotídeos ainda em forma de hairpin [32]. Após esse processamento o pré-miRNA é 
exportado para a citoplasma num processo dependente da hidrólise de GTP, pelo complexo de 
transporte formado pela proteína Exportina 5 [33]. Em seguida o pré-miRNA é clivado por 
uma enzima chamada DICER, a qual pode estar associada com a proteína TRBP 
(transactivation-responsive RNA-binding protein) levando a formação do miRNA maduro, 
com aproximadamente 22 nucleotídeos, em dupla fita [34]. Esse miRNA maduro, 
subsequentemente, interage com as proteínas AGO (Argonaute 1-4) formando o complexo 
RISC (RNA-induced silencing complex), no qual uma das fitas do miRNA é liberada, 
permanecendo apenas a fita guia associada ao complexo [35, 36]. Além desse processo de 
biogênese, conhecido como a via canônica de maturação dos miRNAs, esses pequenos RNAs 
podem ser processados por diferentes mecanismos [37, 38]. Já foi reportado que os miRNAs 
podem ser processados independente da Drosha/DGR8, sendo nesse caso clivados por um 
spliceosome [39]. Além disso a biogênese dos miRNAs podem ocorrer independente de 
Dicer, sendo os miRNAs processados pelas proteínas AGO2 e PARN (3ʹ–5ʹ exonuclease 
poly(A)-specific ribonuclease) [40, 41].       
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        Após a sua biogênese os miRNAs maduros associados ao complexo RISC irão 
regular negativamente a expressão de genes, a nível pós-transcricional, por meio do 
pareamento do miRNA com a sequência alvo específica do mRNA localizado na região 
3’UTR (untranslated region) [42]. Esse processo resulta na redução da expressão proteica 
através de dois diferentes mecanismos: a elevada complementaridade entre o miRNA e o 
mRNA induz a inibição/degradação do transcrito alvo pelo complexo RISC. Enquanto que a 
baixa complementaridade entre miRNA e o mRNA resulta em redução traducional [43, 44]. 
Entretanto, estudos prévios tem demonstrado que a perfeita complementariedade entre o 
miRNA e seu alvo ocorre principalmente em plantas, sendo esporádico em animais [45]. 
Dessa forma já foi demonstrado que em animais o processos de degradação do mRNA bem 
como inibição da tradução de proteínas podem ocorrem por diferentes mecanismos, sendo 
necessário a participação de proteínas adicionais, como a GW182 [46]. Após a ligação do 
miRNA com a  região 3’UTR do seu mRNA alvo, a proteína GW182 liga-se no seu sítio de 
interação presente na proteína AGO e recruta proteínas responsáveis por desencadear a 
deadenilação da cadeia poli-A resultando na sua desestabilização e consequente indução da 
degradação do mRNA [47, 48].  Além disso, a proteína GW182 também participa do 
recrutamento de proteínas que levam ao decapping  da região 5’ do mRNA. Dessa forma além 
desse mecanismo levar a degradação do mRNA, também induz a inibição do processo 
traducional, uma vez que o cap nessa extremidade do mRNA  é necessário para que o 
complexo ribossomal possa dar inicio a tradução das proteínas [48, 49].    
       Depois da sua descoberta em 1993, foi observado que os microRNA participam da 
regulação pós-transcricional dos genes envolvidos em diversos processos fisiológicos, 
incluindo no metabolismo de nutrientes e na sensibilidade periférica à insulina. Assim, 
diversos estudos tem demonstrado o papel de vários miRNAs, incluindo os miR-122, miR-33, 
miR-106b, miR-758, miR-370, miR-335, miR-27a, e let-7 no metabolismo de lipídeos [50-
57], bem como os miR-33a/b, miR-103, miR-107, miR-29a/b e let-7 na resposta fisiológica ao 
hormônio insulina [58-61], no fígado ou tecido adiposo branco. Consequentemente em 
condições fisiopatológicas como a obesidade e o DM2 a expressão dos miRNAs encontra-se 
alterada contribuindo para a progressão dessas doenças metabólicas. Dessa forma, já foi 
reportado em modelos animais de obesidade que a expressão dos miR-122, miR-33, miR-103, 
miR-107 [62-64] encontra-se aumentada, enquanto que a inibição da ação dos miRNAs, como 
já demonstrado com o antagomiR para o miR-122, induz a melhora do efeitos deletérios 
promovidos pela dieta hiperlipídica (HFD) [50, 63].   
Os miRNAs também desempenham um importante papel na regulação da 
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expressão dos genes  componentes do relógio circadiano. Assim, um dos primeiros estudos 
demonstrando que a maquinaria molecular do relógio poderia ser regulada por miRNAs foi 
realizado em linhagem de célula NIH3T3. Nesse trabalho, os autores encontraram que o 
cluster miR-192/194 ao regular a expressão da família do gene Period 1-3 também modulava 
a expressão de Bmal1 [65]. Além disso, foi reportado em um estudo recente que o miR-17-5p 
auxilia na regulação da expressão oscilatória dos genes Clock e Npas2 no SCN, fato que pode 
estar relacionado com a participação desse miRNA na modulação do padrão rítmico da 
atividade locomotora [66]. Ademais, foi demonstrado recentemente que a expressão do miR-
27-3p apresenta um padrão oscilatório no fígado de camundongos, o qual auxilia na expressão 
rítmica do clock gene Bmal1 e dos seus genes alvos envolvidos no metabolismo da glicose 
[67].             
        A expressão dos miRNA pode ser modulada por diferentes fatores incluindo a luz. 
Dessa forma já foi demonstrado que a expressão do miR-132 no SCN é induzida pela luz, 
uma vez que camundongos expostos a esse fator nos Tempos circadianos (CTs) 15 e 22 
apresentaram aumento da expressão desse miRNA [68]. Corroborando essa abordagem, um 
recente estudo mostrou que a expressão de miRNAs no tecido mamário de ratas Sprague 
Dawley também foi influenciado pelo período de exposição à luz. Ainda nesse mesmo estudo 
os autores observaram que a maioria dos miRNAs alterados pelas mudanças no período de 
exposição à luz já foram relacionados com o  desenvolvimento de câncer de mama [69]. 
Portanto, esse trabalho indica uma importante correlação entre a dessincronização do relógio 
biológico, induzida por mudanças no fotoperíodo, e alterações na expressão de miRNAs 
levando ao desenvolvimento de um quadro patológico. Ademais, como previamente 
mencionado, já foi observado que a expressão dos miRNAs também encontra-se alterada em 
situações de desordens metabólicas, contribuindo para a progressão da obesidade do DM2. 
Contudo, ainda não foi investigado essa relação entre a dessincronização do relógio 
circadiano e miRNAs no âmbito do desenvolvimento de desordens metabólicas. Assim faz-se 
necessário mais estudos a fim de elucidar se as alterações no ritmo circadiano induzidas pela 
exposição à LAN, poderia alterar a expressão de miRNAs e levar ao desenvolvimento de 
desordens metabólicas. 
 
1.3 Restrição de proteínas, ritmo circadiano e exposição à luz a noite 
Durante a década de 70 e 80 estudos epidemiológicos mostraram que indivíduos 
nascidos com baixo peso corporal possuem correlação positiva para desenvolver na vida 
adulta hipertensão, obesidade e DM 2 [70, 71]. Além disso, em 1992, Hales & Barker criaram 
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a hipótese do fenótipo econômico (Thrifty Phenotype Hypothesis) que postula a ativação de 
uma reprogramação in utero, mediante restrição nutricional durante a gestação, levando ao 
retardo no desenvolvimento de órgãos e tecidos como rins, tecido muscular e pâncreas 
endócrino em favorecimento de órgãos vitais como o cérebro. Dessa forma, durante o 
desenvolvimento gestacional o feto desenvolve repostas metabólicas adaptativas, as quais irão 
assegurar a sua sobrevivência e o melhor uso de nutrientes. Entretanto, essas adaptações 
poderiam repercutir na vida adulta no desenvolvimento de doenças renais, hipertensão arterial 
e DM2, sendo esse último caracterizado pela resistência periférica à ação da insulina, que pela 
sobrecarga secretória pode levar a disfunção e falência das células β-pancreáticas [72-74]. 
Estudos com modelos animais já confirmaram que a restrição de proteínas durante 
o período gestacional e após o desmame leva a mudanças metabólicas adaptativas na 
homeostase glicêmica como aumento na tolerância a glicose e sensibilidade periférica a 
insulina [75-77]. Assim, ratos submetidos a restrição proteica apresentaram no músculo e 
tecido adiposo branco aumento da fosforilação do receptor de insulina (IR) e do seu substrato 
(IRS-1) [78].	Além disso, a melhora na sensibilidade periférica a insulina, em camundongos 
submetidos a restrição de proteínas pode ocorrer através de uma via adicional, a qual envolve 
o aumento da fosforilação da proteína AMPK no fígado e maiores níveis circulantes do 
hormônio adiponectina, o qual pode atuar induzindo a fosforilação da AMPK [76].  
Todavia, já foi reportado que a incompatibilidade entre o período de restrição de 
proteínas, seja durante a gestação ou após o desmame, com um ambiente de oferta de 
nutrientes com elevado teor calórico, na vida adulta, pode contribuir para o desenvolvimento 
de desordens metabólicas, favorecendo a progressão da obesidade e da síndrome metabólica. 
Assim, já foi demonstrado que camundongos submetidos a restrição proteica durante o 
período intrauterino foram mais suscetíveis aos efeitos deletérios da HFD na vida adulta, fato 
refletido pelo maior ganho de peso corpóreo, maior concentração plasmática de glicose e 
leptina, bem como hiperfagia [79]. Além disso, esses camundongos exibiram alterações na 
expressão de genes no tecido adiposo perigonadal incluindo, Srebp-1c (Sterol regulatory 
element binding protein 1c), Fas (Fatty acid synthase) e leptina [79]. Além disso, já foi 
observado que camundongos submetidos a dieta hipoproteica após o desmame seguido do 
tratamento com dieta hiperlipídica apresentaram aumento de peso corpóreo, perda da 
tolerância à glicose e sensibilidade periférica à insulina, bem como aumento da produção 
hepática de glicose [76].  
Recentemente foi demonstrado que a restrição de proteínas  durante a  
gestação/lactação ou após o desmame leva a mudanças no padrão oscilatório dos processos 
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fisiológicos e comportamentais bem como altera a ritmicidade do relógio periférico, o qual 
participa ativamente do controle da homeostase energética. Assim, camundongos alimentados 
com dieta hipoproteica apresentaram perda da oscilação diária dos níveis plasmáticos de 
glicose e insulina, fato que pode estar relacionado com as alterações, apresentadas por esses 
camundongos, na expressão dos genes do relógio nos tecidos periféricos [80]. Além disso, 
camundongos submetidos a restrição proteica durante a gestação exibiram alteração na 
maquinaria do relógio no fígado, músculo e tecido adiposo, nas fases iniciais de vida e 
apresentaram maior suscetibilidade ao desenvolvimento dos efeitos deletérios induzidos pela 
dieta hiperlipídica, na vida adulta [77]. Dessa forma, alterações na integridade do relógio 
biológico desencadeada pela restrição de proteínas poderia ser um dos mecanismo pelos quais 
os camundongos submetidos a essa condição apresentam alterações metabólicas mais 
acentuadas na fase adulta ao serem alimentado com uma dieta de elevado teor  lipídico.  
Atualmente o estilo de vida da sociedade moderna também proporciona mudanças 
a exposição a fatores ambientais como a luz. Já foi descrito que a exposição à LAN leva a 
dessincronização do relógio circadiano e está associada com o desenvolvimento de doenças 
metabólicas como a obesidade e o DM2 [21, 22, 24-27]. A maior exposição à LAN, em países 
desenvolvidos, coincide com o maior consumo de dieta rica em gordura, fato que poderia 
contribuir para o aumento da prevalência da obesidade. Corroborando essa ideia foi 
recentemente demonstrado que a exposição concomitante à LAN e à dieta com elevado teor 
lipídico resultou no desenvolvimento de alterações metabólicas mais exacerbadas como maior 
ganho de peso corpóreo, menor gasto energético e aumento acentuado da expressão de genes 
que codificam fatores inflamatório no tecido adiposo branco [27, 28]. Contudo em países em 
desenvolvimento, a exposição à LAN coincide não somente com o consumo de alimentos 
com elevado teor calórico,  mas também com situações nas quais o consumo de proteínas é 
menor do que o recomendado para o consumo diário [81]. Tendo em vista que a restrição de 
proteínas, assim como a exposição à LAN, leva a alterações do relógio circadiano e que a 
dieta hipoproteica suscetibiliza os efeitos deletérios da dieta hiperlipídica, nós hipotetizamos 
se a restrição de proteínas após o desmame concomitante a exposição à luz a noite também 
poderia levar ao desenvolvimento de alterações metabólicas mais exacerbadas induzidas pela 
mudanças de fotoperíodo contribuindo para o aumento da prevalência da obesidade.  
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2 CORPO DA TESE 
2.1 Objetivos 
 
1.  Investigar se a dessincronização do ritmo circadiano induzida pela exposição à 
LAN, poderia alterar a expressão de miRNAs, e levar ao desenvolvimento de desordens 
metabólicas.    
 
2. Investigar se a restrição de proteínas concomitante a exposição à LAN, 
poderiam levar ao desenvolvimento de alterações metabólicas mais acentuadas, predispondo a 
progressão da obesidade e da síndrome da metabólica. 
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2.2 Artigo 1  
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Abstract 
The exposure to artificial light at night (ALAN) promotes disruption of daily 
biological rhythms, and has been associated with development of obesity and the metabolic 
syndrome. MicroRNAs (miRNAs) display a critical role in fine-tuning the circadian system 
and energy metabolism. In this study we assessed whether altered miRNA expression in liver 
underlies metabolic disorders caused by disruption of biological rhythms. Male C3H/Hepas 
mice were maintained in a normal light/dark cycle (L/D) or exposed to light/light cycle (L/L) 
during 8 weeks. Total food intake and locomotor activity were not changed, but L/L mice 
shifted these typical behaviors towards subjective day. Besides, L/L group showed increased 
in body and fat pads weights as well as peripheral insulin resistance. Mice exposed to ALAN 
developed hepatic steatosis, which was paralleled by decreased expression of the clock gene 
Rev-erbα and up-regulation of its lipogenic targets ACL and FAS. In addition, the Rev-erbα-
targeting miRNAs, miR-140-5p, 185-5p, 326-5p and 328-5p, were increased in liver from L/L 
mice. Consistently, exogenous expression of these miRNAs in primary hepatocytes reduced 
Rev-erbα expression at mRNA and protein levels. Luciferase reporter assay demonstrated that 
miR-185-5p and 140-5p specifically interacted with the 3’UTR region of Rev-erbα mRNA. 
Importantly, overexpression of Rev-erbα-targeting miRNAs in primary hepatocytes increased 
mRNA levels of Acly and Fasn. Thus, altered miRNA profile is an important mechanism 
underlying the disruption of the peripheral clock caused by ALAN that could leads to 
increased expression of lipogenic genes and hepatic steatosis. 
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Introduction 
In mammals, physiological and behavioral processes display a robust circadian 
rhythm. These daily oscillations are orchestrated by intrinsic biological clock in the 
suprachiasmatic nucleus (SCN) located in the hypothalamus [1-3]. This central clock is the 
master pacemaker that generates the rhythmic signal to synchronize the clock machinery in 
peripheral tissues, via autonomic nervous system, hormones secretion and temporal patterns 
of food intake [4, 5].  The SCN is mainly entrained by light and through this photic 
information the central clock maintain the oscillatory physiological and behavior processes 
coupled to the light/dark cycle [6, 7].    
At the molecular level central and peripheral clocks are maintained by a complex 
circuitry of transcriptional/ translational regulatory loops [8]. In the core loop, circadian 
locomotor output cycles kaput (CLOCK) and brain and muscle ARNT-like1 (BMAL1), 
heterodimerize and activate the expression of repressors, encoded by the Period (Per) and 
Cryptochrome (Cry) genes. PER and CRY protein complexes in turn accumulate in the 
nucleus and inhibit CLOCK/BMAL1-mediated transcription [9]. Additionally, 
BMAL1:CLOCK, also activates the transcription of the nuclear receptor Rev-erbα and Rora. 
The REV-ERBα directly binds to the Arntl (BMAL1) gene to repress its transcription, while 
the RORα activates the expression of Bmal1 [10, 11].  
In peripheral tissues, such as liver, the circadian system is closely related to 
oscillatory pattern of glucose and lipid metabolism, since the clock genes regulate rhythmic 
expression of genes involved in gluconeogenesis, fatty acid oxidation and de novo lipogenesis 
[12, 13]. According to this, several studies have demonstrated that Rev-erbα display a critical 
role in this interplay between circadian system and metabolism, due its direct regulatory 
action upon Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (Pck1) and Glucose 6-phosphatase 
(G6Pase), key gluconeogenic genes [14] and also on lipogenic genes as ATP-citrate lyase 
(Acly) e Fatty acid synthase (Fasn) [15].  
Circadian disruption caused by exposure to artificial light at night (ALAN) due to 
shift-work, jet lag and sleep restriction has emerged as a new risk factor for development of 
obesity and metabolic syndrome [16-19]. The global exposure to ALAN also impacts normal-
living humans due increased use of electric light in modern societies [20]. Furthermore, recent 
studies have demonstrated that exposure to light-emitting diode (LED) from television, 
smartphones and computer screeners at night can also disrupts the circadian rhythms, and 
impair the human health [21, 22]. The deleterious effects induced by exposure to ALAN have 
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been also studied in animals model. Mice exposed to ALAN exhibited increased body weight 
gain, decreased insulin sensitivity and altered timing of food intake [23, 24]. Moreover, it was 
demonstrated that exposure to dim light at night also disrupts the biological rhythms including 
the expression of clock genes in peripheral tissues [25]. However, little it is known about the 
mechanisms that exposure to ALAN leads to altered peripheral clock and how this 
misalignment in the clock machinery could be involved with development of metabolic 
disorders caused by nighttime light exposure.  
MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that comprise approximately 
22 nucleotides in length. Mature miRNAs associated with components of the RNA-induced 
silencing complex (RISC) bind in the seed sequence located in the 3`UTR region of target 
mRNAs and mediates mRNA degradation or translational repression, depending on the level 
of complementarity between the miRNA and its target [26]. Increasing evidences indicate that 
miRNAs may exhibit a daily oscillatory pattern of expression, which contributes to circadian 
expression of molecular clocks, as well as to the rhythmic expression of metabolic genes in 
peripheral tissues [27, 28]. Importantly, it has been demonstrated that expression of miRNAs 
can be induced by photic entrainment cues within the SCN [29] and in mammary tissues [30]. 
In line with this notion circadian disruption-induced by change in photoperiod exposure 
altered the expression of multiples miRNAs involved with development of breast cancer [30]. 
Despite the increase correlation between circadian system and miRNAs, it is still scarce in the 
literature whether disruption in circadian rhythms, leading to development of metabolic 
disorders could be triggered by altered expression of miRNAs that target the clock machinery. 
Here, we demonstrate that disruption of circadian rhythms by exposure to ALAN led to 
obesity, peripheral insulin resistance, altered lipid metabolism in liver, and consequent 
development of hepatic steatosis, which was associated with altered expression of Rev-erbα-
targeting miRNAs.  
 
Methods 
Animal model 
After weaning, male C3H/Hepas mice were obtained from breeding colony at 
UNICAMP (Campinas, Brazil) and kept for acclimation, during 4 weeks, in the 12:12 
light/dark cycle. Then the mice were divided, randomly, in two groups: Light/Dark (L/D) 
group, whose mice were maintained in the 12:12 light/dark cycle, and the other group 
Light/Light (L/L), whose mice were exposed to artificial light at night (12:12 light/light 
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condition). Besides, both groups were kept at a temperature 22°C and free access of regular 
chow diet and water were provided. After 8 weeks, the mice were euthanized in a chamber 
with CO2, at 08:00 h and 20:00 h which correspond, for L/D group, to Zeitgeber Time (ZT) 2 
and 14, respectively, and Circadian Time (CT) 2 and 14 for L/L group. Blood and liver 
samples were collected and snapped frozen at -80°C. All experimental procedures were 
approved by the Institutional Ethical Committee at UNICAMP (ethical number: 3246-1), and 
the methods were conducted in accordance with the approved guidelines. 
 
Insulin tolerance test (ipITT) and Food intake  
After 2 h fast, ipITT was performed at 8:00 and 20:00 h. The glycaemia was 
measured by a glucometer (Accu-Chek Advantage, Roche, Mannheim, Germany), and the 
mice received, intraperitoneally, 1.0 U/Kg body weight of human recombinant insulin 
(Humulin, Indianapolis, USA). Blood samples were collected before and at 3, 6, 9, 12 and 15 
min after insulin administration for glucose analysis. After, glucose decay constant was 
calculated from the slope of the linear regression, which was obtained from log-transformed 
glucose values between 0-15 min [31]. 
For food intake, the mice were individually placed in the chamber and after 24 h 
of adaptation the food consumption was measured at ZT/CT 0 and ZT/CT12. 
 
Daily locomotor activity  
The mice were individually placed in the chambers containing an optical beam 
sensor system and allowed for adaptation during 24h. After that, locomotor activity was 
measured during 48 h using the PheCOM system (Pan Lab/Harvard Instruments, Barcelona, 
Spain). 
 
Urinary 6-sulfatoxymelatonin (6-SML) measurement 
To measure the 6-SML, mice from both groups were placed in a special chamber 
and after 24 h for adaptation the urine were collected between 6:00p.m to 6:00 a.m. Then the 
6-SML was quantified using ELISA kit according to the manufactures instructions (IBL, 
Switzerland).       
 
Hepatic lipid content  
Liver samples were also collected to extract hepatic lipids through Folch’s method 
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[32]. The extract was evaporated and diluted in isopropanol. Then the measurement of 
triglycerides and cholesterol was performed according to the manufactures instruction (Roche, 
Mannheim, Germany).  
 
Analysis of mRNA and miRNAs expression                     
Total RNA from liver was obtained using a TRIzol reagent (Life Technologies, 
Foster City, USA), and for real-time PCR analysis, RNA was reverse transcribed using the 
High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, USA). The 
SYBR-green master mix (Applied Biosystems) was used in qPCR reactions. The relative 
expression of mRNAs was determined after normalization with rlpl0 (ribosomal protein large 
P0, or 36B4) using the 2-ΔΔCt method. Quantitative PCR was performed using Applied 
Biosystems 7.500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). For the miRNAs 
analysis, the total RNA was reverse transcribed using the miRScript II kit (Qiagen, Hilden, 
Germany) and the qPCR reaction were performed using the miScript Sybr Green PCR kit 
(Qiagen, Hilden, Germany). The relative expression was normalized with U6 using the 2-ΔΔCt 
method. The sequences of the primers and the miRNAs are in Supplemental Table 1. 
 
Primary Hepatocyte Culture:                    
Mice were anesthetized with pentobarbital (75 mg/kg, i.p.). Hank’s buffer 
containing collagenase IV (0.5 mg/mL) was perfused via portal vein and, after the liver was 
removed, the cells were dispersed and filtrated. Hepatocyte suspensions were washed with a 
new Hank’s buffer and, after centrifugation, the Percoll solution was added to reduce the 
amount of non- parenchymal cells. Cell viability was determined with trypan blue dye, and 
only the cell viability greater than 85% were used for experiments. The hepatocytes were 
plated in William Media containing 10% FBS and incubated at 37°C in a 5% CO2 
atmosphere.  
 
Transfection with miR mimics:                          
Primary hepatocyte culture were transfected with 50nM miRNA mimics (140-5p, 
185-5p, 326-5p, and 328-5p) or control mimic (Dharmacon, Colorado, USA), using the 
DharmaFECT-I reagent, according to manufacture’s instructions. Then the hepatocyte were 
synchronized using DMEM/F12 with 50% horse serum, and after 2 h, this media was replaced 
by a fresh DMEM/F12 containing 0.5% FBS. Cells were collected at CT36 and stored at -
80°C. 
	
	
	
29	
  
3′untranslated region (UTR) reporter plasmids and luciferase assays:               
The 3’UTR Rev-erbα region was amplified via PCR from mice cDNA and cloned 
to pmiR-GLO luciferase vector (Promega, Wisconsin, USA). A mutant sequences, specific 
for each miR-binding site, were also generated and add to the vector. The Rev-erbα 3’UTR 
luciferase vector and miRNA mimics were co-transfected into HEK293 cells at the amount of 
100ng and 50nM, respectively, using DharmaFECT-dual reagent (Dharmacon, Colorado, 
USA). After 48h, the cells were lysed and luciferase measurement was performed using Dual-
Luciferase Report Assay (Promega) according to the manufacturer’s instructions. 
 
Western Blot:                         
For SDS gel electrophoresis and Western blot analysis, the samples were treated 
with a Laemmli sample buffer and after heating to 95 ºC for 5 minutes, 30µg of protein were 
separated by electrophoresis in a gel of 10%. Then, the gel was transferred to PVDF 
membrane and blocked with 5% non-fat dry milk buffer during 2 hour. After, the membranes 
were incubated with a polyclonal antibody against, ACL (Cell Signaling; Catalog number: 
4332S), FAS (Cell Signaling; Catalog number: 3189S), p-ACC (Cell Signaling; Catalog 
number: 3661S) ACC (Cell – Signaling; Catalog number: 3662S), REB-ERBα (Abcam; 
Catalog number: 174309; dilution 1:1000). VINCULIN (Sigma; Catalog number: V9264; 
dilution 1:1000) or α-TUBULIN (Santa Cruz; Catalog number: SC-8035) was used as control 
of the experiments. Detection of the protein signal was performed after 1h incubation with a 
property secondary antibody by chemiluminescence method. The band intensities were 
quantified with the ImageJ software (National Institute of Mental Health, USA). 
 
Statistical analysis                     
Data are shown as the mean ± SEM. To analyze the effects of the exposure to 
ALAN between the time points and groups, two-way ANOVA were performed and, where 
the F-value was significant (p<0.05), post hoc test Turkey correction was used (Statistica 5 
software, Statsoft, Tulsa, USA). For the other experiments the statistical analysis used was 
Student’t test, where the t-score was p<0.05. 
 
Results 
Exposure to ALAN leads to disruption in the biological rhythms 
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After 8 weeks, L/D mice displayed a typical daily rhythm of locomotor behavior 
and food intake, with higher activity and food consumption during nighttime (Fig. 1A-C). 
Despite having similar total activity and food intake, L/L mice exhibited a disrupted pattern 
for these behaviors in that cage activity and food intake during subjective day, which were 
higher compared to L/D mice at the same period (Fig. 1A-C). Besides, L/L mice also showed 
decreased locomotor activity during the subjective night compared to L/D mice at same 
period. It has been reported that urinary levels of 6-sulphatoxymelatonin (6-SMEL), a stable 
derivative of the circadian pacemaker hormone melatonin, can be used as an indicator of 
integrity of the circadian system [33]. Urine from L/L mice had significantly lower levels of 
6-SMEL between CT12-24 compared to ZT12-24 in L/D mice (Fig. 1D). These results 
indicate that exposure to ALAN leads to misalignment of the daily biological rhythms.  
 
 
Figure 1: The exposure to artificial light at night (ALAN) disrupts biological rhythms. 
(A) Curve of Locomotor activity during 24 hr; (B) Average of locomotor activity measured in 
beam breaks; (C) Food intake and (D) Urinary 6-sulfatoxymaltonin were measured in mice 
exposed or not to artificial light at night for 8 weeks. Data are expressed as the mean ± 
S.E.M., n= 5-6 mice. Two-way ANOVA with post hoc test Tukey correction was used. 
*p<0.05 vs ZT/CT0-12; #p<0.05 vs L/D group. 
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Previous studies have been shown that disruption in the daily rhythmic patterns is 
a predispose factor to development of metabolic diseases. In this study, we found that mice 
exposed to ALAN showed increased body mass, as well as, perigonadal and retroperitoneal 
fat pad weights compared to L/D mice (Fig. 2A-C). Histological examination of perigonadal 
adipose tissue revealed increased adipocyte size in L/L mice compared to L/D (Fig. 2D). 
When given a physiological dose of insulin at different time points, L/D mice showed daily 
oscillation in the peripheral insulin sensitivity, with higher glucose disposal at ZT14 (Fig. 2E-
F). L/L mice however, showed lost of physiological increase in the insulin sensitivity at CT14 
compared to ZT14 in L/D mice (Fig. 2E-F). Thus, disruption in the biological rhythms by 
exposure to ALAN predispose to development of obesity and peripheral insulin resistance. 
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Figure 2:  Exposure to ALAN leads to the development of obesity and insulin resistance. 
Mice were maintained at normal light/dark cycle (L/D) or exposed to artificial light at night 
(L/L) for 8 weeks. After this period the (A) Body and (B) Perigonadal and (C) 
Retroperitoneal fat pad weights were measured, as well as, the (D) Diameter of adipocytes 
from Perigonadal adipose tissue. Also, it was performed, in those mice, the (E) ip Insulin 
Tolerance Test and calculated the (F) glucose decay constant (KiTT). Data are expressed as 
the mean ± S.E.M., n=5-6. Student t-test was used to analyze the biometric parameters and 
diameter of adipocytes. For the KiTT, two-way ANOVA with post hoc test Tukey correction 
was used. *p<0.05 vs ZT/CT2; #p<0.05 vs L/D group. 
 
Exposure to ALAN alters hepatic lipid metabolism            
Next, we investigated whether ALAN-induced obesity was also associated with 
ectopic lipid accumulation. Histological examination of the liver from L/L mice revealed 
large lipid droplets, which was paralleled by increased TG levels compared to L/D mice (Fig. 
3A-B). Liver cholesterol was not changed between groups (Fig. 3C). To evaluate if the 
increased hepatic lipid content was due to increased synthesis, we analyzed the expression of 
proteins involved in de novo lipogenesis (DNL) pathway. In L/D livers, the expression of 
ACL and FAS showed variation during the dark/light cycle, with higher expression at ZT14 
than ZT2 for both proteins (Fig. 3D-E). However, in the L/L livers the expression of ACL and 
FAS were already increased at CT2 compared ZT2 in L/D mice, resulting in the lost of the 
difference between the subjective day and night for the both protein expression (Fig. 3D-E). 
The expression of p-ACC was not different between times and groups analyzed (Fig. 3D-E). 
Taken together, these results suggest that nighttime light exposure leads to alteration in 
lipogenic protein expression and consequent development of hepatic steatosis.   
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Figure 3:  Exposure to ALAN leads to hepatic steatosis and disruption of the daily 
expression of lipogenic proteins. (A) Hematoxylin & Eosin-stained liver sections, Hepatic 
(B) Triglycerides and (C) Cholesterol levels; (D) Representative Western Blots and (E) 
Densitometric determination from proteins involved in de novo lipogeneses pathway. Data are 
expressed as the mean ± S.E.M., n= 4-5. For the analysis of hepatic lipid levels Student t-test 
was used. Two-way ANOVA with post hoc test Tukey correction was used to analyze the 
protein expression. *p<0.05 vs ZT/CT2; #p<0.05 vs L/D group. 
 
A
B C
D
0
5
10
15
Tr
ig
ly
ce
rid
es
 (m
g/
g 
liv
er
 )
#
α-TUB	
FAS	
ACL	
0
1
2
3
Pr
ot
ei
n 
Ex
pr
es
si
on
ACL FAS
* #
*
#
p-ACC/ACC
p-ACC 
ACC 
0.0
0.5
1.0
1.5
C
ho
le
st
er
ol
 (m
g/
g 
liv
er
)
E
L/L  L/D  L/L  L/D  
L/D  L/L  
0.0
0.5
1.0
1.5
#
L/D ZT2
L/D ZT14
L/L CT2
L/L CT14
m
R
N
A
 B
m
al
1
0.0
0.5
1.0
1.5
* 
#
* m
R
N
A
 R
ev
-e
rb
α
0
2
4
6
8
#
*
m
R
N
A
 P
er
1
0
2
4
6
8
#
#
*
m
R
N
A
 P
er
2
A B
C D
L/D  L/L  
ZT2  ZT14  CT2  CT14  
	
	
	
34	
The expression of clock genes in liver was disrupted in mice exposed to ALAN 
It has been reported that molecular clock regulates DNL in liver. So, we sought to 
evaluate the expression of molecular clock in the liver from L/D and L/L mice. We observed 
that although the expression of Bmal1 did not exhibit difference between the periods assessed 
in both groups, the expression of this clock gene was reduced in L/L mice at CT2 compared to 
ZT2 in L/D mice (Fig. 4A). The mRNA levels of Per1 and Per2 genes showed variation 
between light/dark cycle in L/D mice, whose expression was increased at ZT14 compared to 
ZT2 for both genes (Fig. 4B-C). In contrast, in L/L group the expression of Per1 and Per2 
was not different between the subjective day and night and, the mRNA level for both genes 
was increased at CT2 compared to ZT2 in L/D mice (Fig. 4B-C). Besides, only the expression 
of Per2 was decreased at CT14 in L/L mice compared to ZT14 in L/D mice (Fig. 4C). 
Although, both groups exhibited a similar pattern of Rev-erbα expression, L/L mice showed 
reduced expression of this clock gene at CT2 compared to ZT2 in L/D mice (Fig. 3D). Taken 
together, our results indicate that exposure to ALAN leads to disruption in the molecular 
clock machinery. Furthermore, the decrease expression of Rev-erbα and consequent 
impairment of the inhibitory effects of this clock gene upon lipogenic protein expression 
could be the mechanism behind the altered hepatic lipid metabolism in mice exposed to 
ALAN. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4: Exposure to ALAN leads to disruption of the daily expression of clock genes in 
the liver. After 8 weeks exposed or not to artificial light at night the expression of Bmal1, 
Rev-erbα, Per1 and Per 2 was evaluate in both groups. Data are expressed as the mean ± 
S.E.M., n= 4-5. Two-way ANOVA with post hoc test Tukey correction was used. *p<0.05 vs 
ZT/CT2; #p<0.05 vs L/D group.  
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The exposure to ALAN leads to altered expression of Rev-erbα-targeting miRNAs 
The next step we sought to investigate which mechanism could underlie the 
decrease expression of Rev-erbα. Previous studies have been shown that expression of clock 
genes can be also modulated by microRNAs. Based on this, we used three computational 
prediction algorithms, TargetScan, mirWalk and DIANA-Tool, to screen miRNAs with 
putative targets to 3’UTR of Rev-erbα. The miRNAs that overlapped in the three 
bioinformatics tools and showed high score were selected as candidates (Fig. 5A). After that, 
we chose the top 11 candidates to verify their expression, by qPCR, in the liver samples from 
experimental groups. Among the 11 candidates only 4 showed differences between times and 
groups analyzed (Fig. 5B and Supplementary Figure 1). The expression of miR-140-5p, 185-
5p, 326-5p, and 328-5p were increased at ZT14 compared to ZT2 in L/D mice. In L/L group 
the miR-140-5p, 185-5p and 326-5p showed similar pattern expression than in L/D mice. 
However, the expression of the 4 miRNAs was increased at CT2 in L/L group compared to 
ZT2 in L/D mice. Besides, only the expression of miR-328-5p was no different at CT14 in 
L/L mice compared to ZT14 in L/D group (Fig 5B). Supporting our hypothesis, the 
transfection of miR-140-5p, 185-5p, 326-5p and 328-5p mimics, in primary hepatocyte 
culture, led to reduced expression of Rev-erbα at mRNA and protein level (Fig. 5 C-D).  
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Figure 5: ALAN leads to altered expression of several Rev-erbα–targeting miRNAs in 
liver. (A) A schematic draw that represents the screening of microRNAs with putative target 
to Rev-erbα 3’UTR from three bioinformatic tools, Target-Scan, Diana-Tool and miRWalk. 
The gray area illustrate the overlap of the miRNAs in the three online software, which were 
considered candidates. (B) Expression of altered miRNAs candidates, in liver from both 
groups, which were selected according to their score value. Data are expressed as the mean ± 
S.E.M., n= 4-5 mice. Two-way ANOVA with post hoc test Tukey correction was used. 
*p<0.05 vs ZT/CT2; #p<0.05 vs L/D group.  Effects of the miRNAs mimics upon (C) Rev-
erbα gene and (D) REV-ERBα protein expression in primary hepatocyte culture. Values are 
mean ± SEM. n=4 (2 experiments/2 mice each); *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001 NC vs 
miRNA mimic. Student t-test.    
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To investigate the direct binding of the 4 candidates in the Rev-erbα 3’UTR 
region, we co-transfected a luciferase report vector, containing the Rev-erbα 3’UTR clone 
with the miR-140-5p, miR-185-5p, miR-326-5p and miR-328-5p mimics or a negative 
control. The luciferase report activity was reduced by 25% and 53% in cells transfected with 
miR-140-5p and 185-5p mimics, respectively, indicating that only these 2 candidates directly 
bind at Rev-erbα 3’UTR Fig. 6A).  To confirm the miRNA action though the seed sequence, 
we identified the putative binding sites for both miRNAs using TargetScan tool. As showed in 
Figure 6B-C, respectively, the miR-185-5p showed two seed sequence on the Rev-erbα 
3’UTR region, whereas the miR140-5p exhibited only one binding site. Based on this, we 
constructed a luciferase vector with specific mutants for the binding sites and co-transfected 
with the miR-140-5p and miR-185-5p mimic, or negative control into HEK293 cells. The 
overexpression of mir-140-5p did not reduce the luciferase activity, in HEK293 cells 
transfected with mutant seed sequence, demonstrating the specificity of this miRNA to Rev-
erbα 3’UTR region (Fig. 6D). Besides, mutation of the Rev-erbα 3’UTR site 1 seed sequence 
abrogated the repressive action of miR-185-5p, whereas mutant site 2 only attenuated this 
inhibitory action, suggesting that the site 1 could display more important effect than site 2 in 
the Rev-erbα 3’UTR region (Fig. 6D).              
       We next sought to investigate, whether the direct or indirect action of miR-140-
5p/miR-185-5p and miR-326-5p/miR-328-5p, respectively, could alter the expression of Rev-
erbα target genes. The figure 6E shows that, in primary hepatocyte culture, the overexpression 
of miR-185-5p and miR-326-5p increased the expression of Clock, Acly and Fasn expression, 
whereas the miR-140-5p mimic only modulated the expression of Fasn gene. No difference 
was found in the expression of these genes in primary hepatocyte culture transfected with 
miR-328-5p mimic. Thus, these results indicate that reduction in the expression of Rev-erbα, 
leading to increase in its targets genes, could be mainly driven by the miR-185-5p and miR-
326-5p. 
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Figure 6: miRs-185-5p and 140-5p bind to the Rev-ERBα 3’UTR and regulate the 
expression of lipogenic genes. (A) Normalized bioluminescence from HEK293 cells co-
transfected with the candidates miRNAs mimics or negative control, and the vector 
containing the full-length WT Rev-erbα 3’UTR clone. Diagram with the putative binding sites 
to (B) miR-185-5p and (C) miR-140-5p; (D) Luciferase activity of the wild-type and mutant 
constructs of the Rev-erbα 3’UTR in the HEK293 cells co-transfected with the vector and the 
miRNAs mimics or negative control. The plotted values correspond to the ratio of Renilla 
luciferase signal to firefly luciferase activity in the same sample. n= 1 experiments in 
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triplicates; (E) Expression of Rev-erbα target genes in primary hepatocyte culture transfected 
with miR-185-5p and miR-140-5p mimic or negative control; n=4 (2 experiments/2 mice 
each). Values are Mean ± SEM. *p<0.05; **p<0.01, ****p<0.0001 NC vs miR mimic. 
Student’s test-t 
 
Discussion 
Previous studies with shift workers and animal models exposed to ALAN have 
reported alterations in daily light/dark cycle, which disrupts the oscillatory patterns of 
biological rhythms and predispose to development of obesity and metabolic syndrome [18, 
23, 24]. However, it remains unknown by which mechanisms the environmental lighting 
disrupts the energy metabolism. Here, we demonstrated that exposure to ALAN leads to 
development of hepatic steatosis through increased expression of Rev-erbα-targeting 
miRNAs, which reduces the expression of this clock gene and leads to up-regulation of 
lipogenic proteins, as ACL and FAS.  
It has been reported that altered timing of food intake predisposes to gain weight, 
glucose intolerance and insulin resistance [34-36]. According to this, restriction of food 
availability at specific times prevents the development of metabolic syndrome phenotype, 
which indicates the critical role of nutrient availability in the control of daily energy 
metabolism [36-39]. In our study, mice exposed to ALAN showed increased body and fat 
pads weights as well as decreased in insulin sensitivity. Besides, L/L mice showed altered 
timing of food intake and locomotor activity. The temporal signal for oscillatory feeding and 
locomotor behavior is generated in the SCN, based on environmental light information [40]. 
Consequently, mice exposed to ALAN showed arrhythmic neuronal activity in the SCN, as 
well as in the energy intake behavior. Besides these mice showed increased body weight, 
metabolic inflexibility and peripheral insulin resistance [23]. Taken together, theses evidences 
indicate that exposure to ALAN leads to altered neuronal activity of SCN, which could 
induces the misalignment in food intake and locomotor activity behavior, predisposing to 
development of obesity and insulin resistance.    
Circadian misalignment that occurs in people engaged in night-shift work disrupts 
the integration between circadian and metabolic systems, leading to adverse metabolic effects. 
Here, we observed that mice exposed to ALAN developed hepatic steatosis due up-regulation 
of lipogenic proteins, as ACL and FAS. Furthermore, those mice also showed disruption in 
the expression of molecular clock, corroborating with previous study, which showed that mice 
exposed to dim light at night exhibited disrupted peripheral clock [25]. Among the clock 
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genes, the expression of Rev-erbα, which is a critical regulator of lipid metabolism, was 
altered at same time point that proteins from DNL, ACL and FAS, were up regulated. In line 
of this notion, whole body deletion of Rev-erbα led to liver fatty acid accumulation phenotype 
through increase in lipogenic process triggered by DNL pathway [15]. Therefore, our findings 
suggest that exposure to ALAN led to disrupted interplay between molecular clock and 
metabolism, and that altered expression of Rev-erbα could be the critical regulator driving the 
increased synthesis of TG and development of hepatic steatosis in mice exposed to ALAN.
       It is well established that circadian expression of clock genes is driven by 
transcriptional translational feedback loops. However, recently studies have showed that clock 
machinery can be also modulated at post-transcriptional level by miRNAs [27, 29]. Here, we 
demonstrated that miRNAs through a post-transcriptional action in the Rev-erbα 3’UTR 
region modulate the expression of this clock gene. The overexpression of miR-140-5p, 185-
5p, 326-5p and 328-5p, in primary hepatocyte culture, decreased the expression of Rev-erbα 
at mRNA and protein level. However, only the miR-140-5p and miR-185-5p reduced the 
luciferase activity, which demonstrate that just these two miRNAs directly bind in the Rev-
erbα 3’UTR region. Previous studies have already showed that multiples miRNAs can 
modulate the expression of same target gene through a convergent action [41, 42]. According 
to this miR-375, 124a and let-7b coordinate their action upon the common target gene Mtpn, 
leading to modulation of insulin secretion in pancreatic islets [41]. Furthermore, it has been 
reported that miRNAs can also display a critical role in the regulatory gene expression 
through indirect action, whose effect of the miRNA on mRNA is mediated by some other 
regulator [43]. Based on these evidences our results indicate that Rev-erbα gene expression is 
regulated by a combinatorial effect of directly bind of miR-140-5p and 185-5p on Rev-erbα 
3’UTR region, as well as by a indirect action of miR-326-5p and 328-5p.                                  
Previous study has showed, using bioinformatics analyses, that altered expression 
of miR-185-5p, 140-5p, 326-5p and 328-5p is associated with development of obesity in 
humans and mice [44]. Indeed, it has been reported that morbidly obese patients exhibited 
increased circulating level of miR-140-5p [45]. Furthermore, obese mice HFD-induced 
showed increased expression of miR-185-5p in liver, which display a critical role in the 
dysregulation of the cholesterol homeostasis exhibited by those mice [46]. Here we observed 
that exposure to ALAN led to increased expression of miR-185-5p, 140-5p, 326-5p and 328-
5p in liver, whose alteration could be the mechanism that trigger the development of hepatic 
steatosis through down-regulation of the clock gene Rev-erbα and consequent up-regulation 
of it targets. Supporting this hypothesis the overexpression of miR-140-5p, 185-5p and 326-
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5p, in primary hepatocyte culture, decrease the expression of Rev-erbα, and leads to up-
regulation of genes coding the lipogenic proteins ACL and FAS. Thus, the altered expression 
of the Rev-erbα-targeting miRNAs could be the link by which the exposure to ALAN leads to 
disrupted interplay between circadian system and metabolism, and consequent development 
of fatty acid accumulation in mice exposed to ALAN. Therefore more studies will be 
necessary in order to elucidate by which mechanism the exposure to ALAN leads to altered 
expression of miRNAs.         
       In summary, we uncovered that altered expression of miRNAs underlies the 
development of metabolic disorders caused by exposure to ALAN through disruption in the 
molecular clock in peripheral tissues. Thus, our study provides more insights about the 
deleterious effects caused by changes in environmental conditions, which nowadays are so 
common in the modern life due sleep deprivation, jet lag, shift work and widespread use of 
electric light at night.     
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Supplemental Material 
 
Supplemental Figure 1:  Expression of miRNAs candidates in liver from L/D and L/L 
groups. The screening of microRNAs with putative target to Rev-erbα 3’UTR was performed 
using three bioinformatic tools, Target-Scan, Diana-Tool and miRWalk. The miRNAs that 
overlapped in the three online softwares were considered candidates. Based on the score 
value, the miRNAs candidates were chosen and its expression were evaluated. (A) Expression 
of miRNAs candidates, which were not affected in liver from mice exposed to artificial light 
at night. Data are expressed as the mean ± S.E.M., n= 4-5 mice. Two-way ANOVA with post 
hoc test Tukey correction was used. 
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Suplemental Table 1: Primers Sequence  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Genes Forward Reverse 
36b4 GAGGAATCAGATGAGGATATGGGA AAGCAGGCTGACTTGGTTGC 
Rev-erbα GGTGCGCTTTGCATCGTT GGTTGTGCGGCTCAGGAA 
Bmal1 GGACTTCGCCTCTACCTGTTCA ATAGCCTGTGCTGTGGATTGT 
Clock TTGCTCCACGGGAATCCTT GGAGGGAAAGTGCTCTGTTGTAG 
Per1 GCGGGTCTTCGGCTAAGGTT AGGCTCAGCTGGGA TTTGG 
Per2 A TGCTCGCCA TCCACAAGA GCGGAATCGAATGGGAGAAT 
Acly AAGAAGGAGGGGAAGCTGA T TCGCATGTCTGGGTTGTTTA 
Fasn GATATTGTCGCTCTGAGGCTGTTG GGAATGTTACACCTTGCTCCTTGC  
miR-140-5p TGCAGTGGTTTTACCCTATGGTAG  
miR-185-5p AGGAGAGAAAGGCAGTTCCTGA  
miR-326-5p CAGCTCGAGGCTCAACTCCCTGGCACTTA  
miR-328-5p AGGGGGCAGGAGGGGCTCAGGG  
miR-872-3p CATGAACTATTGCAGTAGCCTCCT  
miR-3104-5p TAGGGGGCAGGAGCCGGAGCCCTCT  
miR-873a-5p GGCAGGAACTTGTGAGTCTCCT  
let-7g-3p ACTGTACAGGCCACTGCCTTGC  
miR-486a-3p TTGGGCAGCTCAGTACAGGAT  
miR-34a 5p TGGCAGTGTCTTAGCTGGTTGT  
miR-882 TGAAGGAGAGAGTTAGCGCACTAAT  
U6 TGGAACGATACAGAGAAGAT  
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Abstract 
Protein restriction during the gestational period alters the rhythmicity of peripheral 
clock, and aggravates, at adult life, the metabolic effects HFD-induced obesity. Disruption of 
the biological rhythms due exposure to ALAN has been emerged as new risk factor for 
metabolic diseases. Here we evaluate whether a post-weaning low-protein diet could 
exacerbates the deleterious effects of exposure to ALAN on the energy metabolism and 
predispose to obesity and metabolic disorders. Male C57BL6/J were weaned on a normal 
protein (NP) or a low-protein (LP) diet and housed on 12h light/dark (L/D) cycle. At 6 weeks, 
mice groups were subdivided into a normal light/dark cycle (NP L/D – LP L/D) or exposed to 
ALAN (NP L/L – LP L/L) for 8 weeks. Here, we observed that LP mice exposed to ALAN 
showed some similar changes in energy metabolism than NP/LL mice, including increased 
body weight, and fast and fed glycemia, glucose intolerance, as well as increased expression 
of Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (Pck1) gene at subjective day. On the other hand, 
only LP/LL mice exhibited insulin resistance and reduced expression of Activating 
Transcription Factor 4 (Atf4) and Fibroblast Growth factor 21 (Fgf-21) in liver at subjective 
day. Besides LP/LL group did not exhibit altered timing of energy intake. Therefore, our data 
suggest that LP diet concomitant with exposure to ALAN leads to similar alterations on 
glucose metabolism, probably due reduced expression of Atf4/Fgf-21 axis, instated of 
exacerbates the deleterious effects induced by nighttime light exposure.     
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Introduction  
Almost all organisms present an internal molecular timekeeping mechanism that 
synchronizes the physiological and behavior processes with the light/dark cycle [1]. In 
mammals, this internal clock is generated, endogenously, in the suprachiasmatic nucleus 
(SCN) located in the hypothalamus [1-3]. This central clock is mainly entrained by light and 
from this photic information the SCN generates the rhythmic output signals that synchronize 
the clock machinery present in neuronal areas extra-SCN, as well as in peripheral tissues [4-
6]. The autonomous rhythm in peripheral clock is also modulated by nutrients and 
metabolites, whose oscillatory pattern is large determined by feeding behavior [7]. In 
peripheral tissues, the circadian system is closely related to rhythmicity of the glucose and 
lipid metabolism [8]. Thus, misalignment in peripheral clock has been associated with 
development of metabolic disorders as obesity and type 2 diabetes [9, 10].   
The increased use of electric light is concomitant with the global increase in the 
prevalence of obesity and metabolic diseases. Recent evidences indicate that exposure to 
artificial light at night (ALAN) disrupts the circadian rhythms and leads to development of 
metabolic disorder [11, 12].  In line with this notion, epidemiological studies have been 
reported that exposure to ALAN in shift-workers led to increased body gain weight and index 
of body mass, as well as, higher waist and hip circumferences [13, 14]. The effects caused by 
ALAN have been also studied in animals model, in order to better understand the mechanism 
behind the metabolic alterations induced by this condition. Mice exposed to ALAN showed 
increased in body and fat pads weights, altered timing of food intake and metabolic 
inflexibility [15, 16]. Furthermore, the neuronal activity of SCN as well as, the glucose 
disposal and peripheral insulin sensitivity were arrhythmic in mice exposed to ALAN [15].  
The nutritional state during the pregnancy/lactation and at early life has been 
associated with changes in energy homeostasis. It has been reported that mice submitted to 
low-protein (LP) diet showed increased glucose tolerance and peripheral insulin sensitivity, as 
well as higher food intake [17, 18]. However, previous studies have also demonstrated that 
the incompatibility between the periods of protein restriction, such during pregnancy and at 
early life, with the consumption of high-fat diet at adulthood predispose to development of 
obesity and Type 2 diabetes [17, 19, 20]. Indeed, it was recently demonstrated that protein 
restriction during pregnancy/lactation predispose to diet-induced obesity at adult life, partly 
by altering the rhythmicity of clock machinery in peripheral tissues [21]. 
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Currently, in developed countries, the consumption of high caloric food coincides 
with exposure to ALAN, whose combination could enhance the development of deleterious 
effects on energy metabolism. Indeed, it has been reported that mice fed a HFD and exposed 
to ALAN exhibited higher body and fatty pads weights, decreased energy expenditure and 
increased expression of genes involved with the inflammatory processes [22]. However, in 
developing countries the exposure to ALAN not only coincides with increased consumption 
of high caloric diet, but also with dietary protein restriction [23]. Previous studies have 
demonstrated that low-protein diet at early live, contributes to development of diet-induced 
obesity at adulthood, however it is still unknown whether the dietary protein restriction 
concomitant to exposure to ALAN could enhance the development of metabolic disorders.  
Here we observed that, mice submitted to normal protein (NP) and exposed to 
ALAN (NP/LL) showed increased in body and retroperitoneal fat pad weights, altered time of 
energy intake and also decreased in glucose tolerance. Besides, those mice also showed 
increased fasting glycemia, at subjective day, which was followed by increased expression of 
Pck1 at same time point. Although, LP mice exposed to ALAN exhibited similar effects than 
NP/LL group, including higher body weight, glucose intolerance, increased glucose levels in 
the fast state, as well as, in the expression of Pck1 at subjective day, only this group showed 
insulin resistance and decreased expression of Activating Transcription Factor 4 (Atf4) and 
Fibroblast Growth factor 21  (Fgf-21) at subjective day. Besides LP/LL group did not exhibit 
altered timing of energy intake.  Thus, or results indicate that NP or LP diet concomitant to 
nighttime light exposure leads to similar metabolic alterations, demonstrating that dietary 
protein restriction did not exacerbate the deleterious effects induced by exposure to ALAN.   
 
Methods 
Animal model 
All experimental procedures were approved, in accordance with the Institutional 
Ethical Committee at UNICAMP (ethical number: 3246-1), and the methods were conducted 
in accordance with the approved guidelines. After weaning, male C57BL6/J mice were 
obtained from breeding colony at UNICAMP (Campinas, Brazil) and housed on 12h 
light/dark (L/D) cycle. Then mice were divided randomly in two groups according to their 
isocaloric diets:  normal protein diet (NP - 14% protein) or low-protein diet (LP - 6% protein). 
After 6 weeks mice groups were subdivided into a normal light/dark cycle (NP L/D – LP L/D) 
or exposed to ALAN (NP L/L – LP L/L) for 8 weeks. Besides, all groups were kept at 22°C 
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±1 and free access of diet and water were provided. After this period, the mice were 
euthanized in a chamber with CO2, at 08:00 h and 20:00 h which correspond, for L/D group, 
to Zeitgeber Time (ZT) 2 and 14, respectively, and Circadian Time (CT) 2 and 14 for L/L 
group. Blood and liver samples were collected and snapped frozen at -80°C. Diet 
compositions are described in the table 1.  
 
Table 1: Diet Compositions 
 
 Normal-protein Low-protein 
Casein 140 71.5 
Cornstarch 465.7 502.5 
Dextrinized Cornstarch 155 165.5 
Sucrose 100 121 
L-cystine 1.8 1.0 
Fiber 50 50 
Soybean oil 40 40 
Mineral mix (AIN-93M) 35 35 
Vitamin mix (AIN-93M) 10 10 
Choline chlorhydrate 2.5 2.5 
Energy intake 3.88 3.88 
 
 
Glucose (GTT) and Insulin tolerance test (ipITT)  
After 8h fast, ipGTT was performed at 8:00 am and 8:00 pm. The glycemia was 
measured by a glucometer (Accu-Chek Advantage, Roche, Mannheim, Germany), and then 
glucose load of 2 g/kg was administered intraperitoneally, and the glycemia was measured at 
subsequent intervals of 15, 30, 60 and 120 min. 
After 2 h fast, ipITT was performed at 8:00 am and 8:00 pm. The glycaemia was 
measured by a glucometer (Accu-Chek Advantage, Roche, Mannheim, Germany), and the 
mice received, intraperitoneally, 1.0 U/Kg body weight of human recombinant insulin 
(Humulin, Indianapolis, USA). Blood samples were collected before and at 3, 6, 9, 12 and 15 
min after insulin administration for glucose analysis. After, glucose decay constant was 
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calculated from the slope of the linear regression, which was obtained from log-transformed 
glucose values between 0-15 min [24]. 
 
Biochemical Analysis  
Blood glucose levels were measured using a glucometer (Accu-Chek Advantage, 
Roche, Mannheim, Germany) in mice in the fed state at ZT/CT 2 and ZT/CT 14.  Plasma 
insulin was analyzed by radioimmunoassay (RIA) at ZT/CT 2 and ZT/CT 14, as previous 
described [25]. 
 
Daily locomotor activity and Food intake 
The mice were individually placed in the chambers containing an optical beam 
sensor system and allowed for adaptation during 24h. After that, locomotor activity was 
measured during 48 h using the PheCOM system (Pan Lab/Harvard Instruments, Barcelona, 
Spain). 
For food intake, mice were individually placed in the chamber and after 24 h of 
adaptation the food consumption was measured at ZT/CT 0 and ZT/CT12. 
 
Analysis of mRNA  expression                                    
Total RNA from liver was obtained using a TRIzol reagent (Life Technologies, 
Foster City, USA), and for real-time PCR analysis, RNA was reverse transcribed using the 
High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, USA). The 
SYBR-green master mix (Applied Biosystems) was used in qPCR reactions. The relative 
expression of mRNAs was determined after normalization with rlpl0 (ribosomal protein large 
P0, or 36B4) using the 2-ΔΔCt method. Quantitative PCR was performed using Applied 
Biosystems 7.500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Primer sequences are 
described in the table 2. 
 
Table 2: Primers sequences 
Gene Forward Reverse 
36b4 GAGGAATCAGATGAGGATATGGGA AAGCAGGCTGACTTGGTTGC 
G6Pase CCAGGTCGTGGCTGGAGTCTTGT CATTCTGGCCGCTCACACCATCTC 
Pck1 GGTGTTTGTAGGAGCAGCCATGAG CAATCCGCCCGAACATCCACTC 
Fgf-21 GTGTCAAAGCCTCTAGGTTTCTT GGTACACATTGTAACCGTCCTC 
Atf4 CCTGAACAGCGAAGTGTTGG TGGAGAACCCATGAGGTTTCAA 
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Statistical analysis                        
Data are shown as the mean ± SEM. To analyze the effects of the exposure to 
ALAN between the time points and groups, two-way ANOVA were performed and, where 
the F-value was significant (p<0.05), post hoc test Turkey correction was used (Statistica 5 
software, Statsoft, Tulsa, USA). For the other experiments the statistical analysis used was 
Student’t test, where the t-score was p<0.05. 
 
Results 
Locomotor activity and energy intake behavior 
NP/LD mice showed typical locomotor activity and energy intake behavior, since 
these mice exhibited increased home cage activity and energy intake during the night 
compared during the day (Fig. 1A and 1C). However, NP/LL mice showed arrhythmic 
locomotor activity and energy intake. Beside, this group exhibited altered timing of energy 
intake, which was demonstrated by increased energy intake during the subjective day and 
decreased during the subjective night compared to their respective NP/LD controls  (Fig. 1A 
and 1C). No difference was found regarding the total locomotor activity and energy intake 
between NP/LD and NP/LL groups. Mice exposed to ALAN fed to LP diet also showed a 
rhythmic locomotor activity and energy intake behavior, which was demonstrated by 
increased in the spontaneous activity and energy intake at nighttime compared to daytime (Fig 
1B and 1D). Similar to NP/LL mice, LP/LL group exhibited arrhythmic home cage activity 
and energy intake. However, LP/LL showed decreased locomotor activity during the 
subjective night as well as reduced energy intake compared to it LP/LD control. No difference 
was found regarding the total locomotor activity and energy intake between LP L/D and LP 
L/L groups (Fig 1B and 1D).         
 
Fgf-R1 GCTGACTCCAGTGCATCCAT AAGACCAGTCTGTCTCGTGG 
b-Klotho TGTTCTGCTGCGAGCTGTTAC TACCGGACTCACGTACTGTTT 
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Figure1: Analysis of biological behavior rhythms of mice under exposure to ALAN and 
fed to normal protein or Low-protein diet. (A-C) Curve of Locomotor activity during 24 
hr; (B-D) Average of locomotor activity measured in beam breaks and (E-F) Energy intake. 
Data are expressed as the mean ± S.E.M., n= 4-6 mice. Two-way ANOVA with post hoc test 
Tukey correction was used. *p<0.05 vs ZT/CT0-12; #p<0.05 vs L/D group. 
 
Body weight and Glucose metabolism in vivo 
Body and retroperitoneal fat pad weights as well as glucose metabolism were 
evaluated in mice exposed to ALAN and fed to NP or LP diets. Both NP and LP groups 
exposed to ALAN showed increased in body and retroperitoneal fat pad weights (Fig. 2A-B). 
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Regarding the glucose metabolism, we first evaluate the blood glucose and plasma insulin 
levels. Mice exposed to ALAN fed NP diet showed increased fasting glucose levels at 
subjective day compared to it NP/LD control (Fig. 3A). Despite NP/LD mice did not show 
variation in fast glycemia during 24 hr, this group exhibited fluctuation in fed glucose level 
during the light/dark cycle, which it was higher during the night than at daytime (Fig. 3A-B). 
NP/LL group lost this difference in fed glucose levels between times analyzed, since these 
mice exhibited increased fasting glucose levels during the subjective day compared to it 
NP/LD control (Fig. 3B). No difference was found in the fed insulin plasma levels between 
groups or times analyzed (Fig. 3C). Next we performed the glucose and insulin tolerance 
tests. We observed that NP/LD mice showed glucose intolerance during the night, whereas 
NP/LL group showed decreased in glucose uptake during the subjective day (Fig. 3D-E). 
Regarding the insulin sensitivity, NP/LD showed daily fluctuation in this parameter during 
the light/dark cycle, since these mice exhibited higher glucose decay constant at night than 
during the daytime (Fig 3F-G). However, NP/LL mice lost this difference in insulin 
sensitivity between times analyzed, which was paralleled by decreased glucose uptake after an 
insulin load at subjective night compared to it NP/LD control (Fig. 3F-G).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2: Body (A) and Retroperitoneal fat pad weights (B) in mice exposed to ALAN and 
fed to Normal-protein (NP) or Low-protein (LP) diets. Data are expressed as the mean ± 
S.E.M., n= 8-10 mice. Two-way ANOVA with post hoc test Tukey correction was used. 
*p<0.05  LP/LD vs NP/LD ; #p<0.05 vs L/D group. 
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Figure 3: Blood glucose in fast (A) Blood Glucose (B) and Plasma insulin levels in fed (C). 
Changes in blood glucose level during the ipGTT (D-E) and ipITT (F-G). Data are expressed 
as the mean ± S.E.M., n= 4-7 mice. Two-way ANOVA with post hoc test Tukey correction 
was used. *p<0.05 vs ZT/CT2; #p<0.05 vs L/D group. 
 
In LP/LD mice the fast and fed glucose levels did not exhibit variation during the 
24 hr (Fig. 4A-B). However, LP/LL group showed difference between times analyzed only 
for the fast glycemia, which was demonstrated by decreased levels of glucose at subjective 
night compared to at subjective day (Fig. 4A-B). Besides, LP/LL mice exhibited increased 
glucose levels in the fast and fed state at subjective day compared to it LP/LD controls (Fig. 
4A-B). No difference was found in the fed insulin plasma levels between groups or times 
analyzed (Fig. 4C). Regarding the glucose tolerance test, LP/LD kept the same rate of glucose 
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uptake during the light/dark cycle, whereas the LP/LL exhibited glucose intolerance during 
the subjective day compare to it LP/LD control (Fig. 4D-E). LP/LD group did not show 
variation in insulin sensitivity during the light/dark cycle, since these mice exhibited 
increased glucose decay constant in both phases of the cycle (Fig. 4F-G). Although, LP/LL 
group also did not show difference between times analyzed for insulin sensitivity, these mice 
showed decreased glucose decay constant at subjective day compared to it LP/LD control 
(Fig. 4F-G).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4: Blood glucose in fast (A) Blood Glucose (B) and Plasma insulin levels in fed (C). 
Changes in blood glucose level during the ipGTT (D-E) and ipITT (F-G). Data are expressed 
as the mean ± S.E.M., n= 4-7 mice. Two-way ANOVA with post hoc test Tukey correction 
was used. *p<0.05 vs ZT/CT2; #p<0.05 vs L/D group. 
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Expression of genes involved on glucose metabolism 
Since mice exposed to ALAN fed to NP or LP showed increased fasting glycemia 
during subjective day with paralleled glucose intolerance, without difference in plasma insulin 
levels at this time, we sought to investigate the expression of genes involved with glucose 
metabolism, mainly from gluconeogenesis pathway. NP/LD mice showed fluctuation during 
the light/dark cycle in the expression of Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (Pck1), which 
was increased at night compared to daytime (Fig. 5A). However, NP/LL group exhibited 
inverted pattern expression of Pck1, since these mice showed up-regulation of this gene 
during the subjective day and decreased expression at subjective night. Besides, in NP/LL 
mice the expression of Pck1 was reduced at subjective night compared to it NP/LD control 
(Fig 5A). LP/LD mice showed similar pattern expression than NP/LD mice, which was 
demonstrated by increasing expression of Pck1 at night compared during the day. Although, 
the altered expression of Pck1 in LP/LL was also similar than in NP/LL mice, LP/LL did not 
show decreased expression of this metabolic gene during subjective night compared to it 
LP/LD control (Fig. 5C). No difference was found in mice exposed to ALAN fed to NP or LP 
group regarding the expression Glucose 6-phosphatase (G6phase) (Fig 5- B-D, respectively).         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5: Analysis of molecular glucose metabolism of mice exposed to ALAN fed to 
Normal protein (NP) or Low-protein (LP) diets. (A-C) Expression of Pyruvate carboxykinase 
and (B-D) Glucose 6-Phosphatase in liver. Data are expressed as the mean ± S.E.M., n= 5-6 
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mice. Two-way ANOVA with post hoc test Tukey correction was used. *p<0.05 vs ZT/CT2; 
#p<0.05 vs L/D group. 
 
Regulation of Atf4/Fgf-21/Fgf-R1 axis in liver 
The ATF4/FGF-21/FGF-R1 (Fibroblast Growth Factor-Receptor 1) axis displays 
an important role in the regulation of glucose homeostasis, whose action also mediates the 
beneficial effects, induced by dietary protein restriction on the energy metabolism. In our 
study, we observed that NP/LD and NP/LL mice did not show difference in the expression of 
Fgf-21 between groups or times analyzed (Fig. 6A). However, NP/LD mice showed variation 
between the light/dark cycle in the expression of the upstream regulator Atf4, which was 
decreased at ZT14 compared to ZT2 (Fig 6B). Although, the NP/LL mice did not show 
difference in the expression of Atf4 between times analyzed, the mRNA levels of this gene 
was reduced at CT2 compared to ZT2 in NP/LD mice (Fig. 6B). Furthermore, the expression 
of Fgf-R1 was not different between time analyzed in NP/LD and NP/LL (Fig. 6C). However, 
the levels of mRNAs of Fgf-R1 were decreased in NP/LL at CT2 and CT14 compared to ZT2 
and ZT14 in NP/LD mice, respectively (Fig. 6 C). No difference was found in the expression 
of b-Klotho between NP/LD and NP/LL neither between times analyzed (Fig. 6D). 
In LP/LD mice, the expression of Fgf-21 showed fluctuation during the light/dark 
cycle, which reached lower levels of expression at ZT14 compared to ZT2 (Fig. 6E). 
Although, LP/LL mice also showed variation in the expression of Fgf-21 between times 
analyzed, the patterns of it expression was inverted, which was demonstrated by increased 
mRNA levels of Fgf-21 at CT14 compared CT2 (Fig. 6E). Besides, the expression of Fgf-21 
was decreased in LP/LL mice at CT2 compared to LP/LD group at ZT2 (Fig. 6E). 
Importantly, the pattern expression of the upstream regulator Atf4 was similar than observed 
for the expression of Fgf-21 in both groups. Thus, in LP/LD mice the expression of Atf4 was 
decreased at night compared to daytime, whereas in LP/LL the mRNAs levels of this gene 
were reduced at CT2 compared ZT2 in LP/LD mice (Fig 6F). Regarding the expression of 
Fgf-R1 and b-Klotho, no difference was observed between LP/LD and LP/LL mice, neither 
between times analyzed (Fig. 6G-H).       
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Figure 6: Expression of Atf4/Fgf-21/Fgf-R1 axis. Expression of Fgf-21 (A and E), Atf4 (B F 
and), Fgf-R1 (C and G), and b-Klotho (D and H) in mice fed to NP or LP, respectively and 
exposed to ALAN. Data are expressed as the mean ± S.E.M., n= 5-6 mice. Two-way ANOVA 
with post hoc test Tukey correction was used. *p<0.05 vs ZT/CT2; #p<0.05 vs L/D group. 
 
Discussion 
Previous studies have demonstrated that protein restriction at different life stages 
alters the rhythmicity of peripheral clock, and aggravates the metabolic effects HFD-induced 
obesity at adulthood. Since the exposure to ALAN has been emerged as new risk factor for 
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metabolic diseases, by disrupting the biological rhythms, we sought to investigate whether the 
combinatorial effect of low-protein diet and nighttime light exposure could exacerbates the 
deleterious effects on the energy metabolism and predispose to obesity and metabolic 
syndrome. Here, we observed that LP/LL mice exhibited similar alterations in glucose 
metabolism than NP/LL mice, including glucose intolerance, increased fasting glycemia, and 
higher expression of Pck1 at subjective day. Besides, only LP/LL mice showed insulin 
resistance, as well as, decreased expression of Atf4/Fgf-21 axis at subjective day. On the other 
hand, LP/LL group did not exhibit altered timing of energy intake. Therefore, our data 
suggest that protein restriction concomitant to nighttime light exposure leads to similar 
dyregulation in glucose metabolism, which was associated with down-regulation of Atf4/Fgf-
21 axis, instead of enhanced deleterious effects induced by exposure to ALAN. 
The rhythmic signals that generate the oscillatory pattern of feeding activity and 
locomotor behavior are produced in SCN via photic information [26]. In line of this notion 
mice exposed to ALAN showed arrhythmic SCN neuronal activity and energy intake, as well 
as, shifted period of higher energy intake. Besides, these mice also exhibited increased in 
body weight, impaired glucose disposal and insulin resistance [15]. In our study, mice fed to 
NP diet and exposed to ALAN showed altered timing of energy intake, as well as, increased 
gain weight, glucose intolerance and insulin resistance. Previous studies have been 
demonstrated that altered pattern of food intake toward the period that food consumption is 
usually low is closely associated with increased body weight, reduced glucose uptake and 
insulin resistance [27-29]. Supporting this idea, restriction of food intake during periods with 
higher activity protects the mice to develop obesity and metabolic disorders [28, 30-32]. Thus, 
these evidences suggest that exposure to ALAN, leading to alteration in SCN neuronal 
activity, could triggers the shift in feeding activity, and consequently predispose to 
development of obesity and disorders in glucose metabolism.  
Mice fed to LP diet and exposed to ALAN showed different alterations in 
behavioral processes than NP/LL group, since LP/LL mice did not show altered timing of 
energy intake, and exhibited decreased locomotor activity at subjective night. It has been 
reported that SCN output responses due photic information may be changed under reduced 
calorie intake [33-35]. Furthermore, it has been also suggested that some of the effects 
induced by calorie restriction is may be due reduced intake of specific macronutrients as 
proteins instead of total energy intake [36]. Thus, we believed that specific changes exhibited 
by LP/LL mice could be developed due SCN generates different output responses under 
exposure to ALAN and concomitant protein restriction condition.  
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Mice fed to LP diet and exposed to ALAN showed increased body and fat pads 
weight, as well as glucose intolerance and insulin resistance at subjective day, which may be 
not induced by altered timing of energy intake. It has been reported that metabolic effects 
low-protein diet-induced, including reduced body weight and increased insulin sensitivity, as 
well as, energy expenditure is dependent to endocrine signal trigged by FGF-21 [18, 37]. In 
our study mice fed to LP diet and kept in normal light/dark cycle exhibited the typical features 
of protein restriction including reduced body weight and increased insulin sensitivity in both 
phase of the light/dark cycle. Besides, these mice also showed higher expression of Fgf-21 
during the day, which could explain the higher glucose disposal during the daytime. However, 
in LP/LL mice the expression of Fgf-21 and it up-stream regulator Atf4 was down-regulated 
during the subjective day, without difference in the downstream pathway of Fgf-21. Thus, our 
results suggest that altered expression of Atf-4/Fgf-21 axis could be the mechanism 
underlying the deleterious effects on energy metabolism induced by exposure to ALAN 
concomitant to dietary protein restriction.  
It has been reported that blood glucose levels, as well as glucose tolerance and 
insulin sensitivity oscillate during 24hr. In line of this notion rats fasted by 1hr and submitted 
to ivGTT and ivITT, at different ZTs, exhibited higher glucose tolerance and insulin 
sensitivity at ZT14. Besides at this ZT the blood glucose levels reach the peak of 
concentration [38, 39]. This higher glucose levels concomitant with higher glucose uptake has 
been explained due increased hepatic glucose production at this time [40]. Here we found a 
similar pattern of daily glucose metabolism, since NP/LD mice showed increased fed blood 
glucose levels and insulin sensitivity at beginning of night. Besides, the expression of Pck1, 
key component in the gluconeogenesis, was increased at dark period. However, NP/LD 
showed lower glucose tolerance at night. We believed that this difference between our and 
previous work could occurs due methodological differences between studies, mainly the fast 
period before the ipGTT at night.  
In our study we observed that mice exposed to ALAN fed to NP diet showed 
altered pattern expression of Pck1, with paralleled increase of glucose levels in fast and fed 
state. Previous studies have been demonstrated that SCN displays a critical role in the 
regulation of glucose plasma levels through modulating the hepatic glucose production via 
sympathetic autonomic system [41]. In line of this notion, bilateral lesion of SCN leads to 
altered oscillatory pattern expression of Pck1 and increased gluconeogenesis [26, 42, 43]. 
Furthermore, the neuronal activity of SCN is altered in mice exposed to ALAN [15], which 
could influence the rhythmic output signal generated by this nucleus in the control of the 
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endogenous glucose synthesis. Thus, we believed that exposure to ALAN could lead to 
increase glycemia and also shift the expression of Pck1 partly by altering the signal 
transmitted from SCN to sympathetic autonomic system in liver.  
The endogenous glucose production is also modulated by insulin signaling 
pathway, whose regulatory effect leads to inhibition of the gluconeogenesis. Here, we 
observed that LP/LL mice exhibited insulin resistance at subjective day, which could lead to 
increased expression of Pck1 at same time. Moreover, at this same period LP/LL mice also 
showed glucose intolerance and increased blood glucose level in fasted and fed state, which 
may be a consequence of insulin resistance and increased expression of Pck1. Although, the 
alterations in the glucose metabolism were similar between LP/LL and NP/LL mice, only 
LP/LL showed increased expression of Pck1 in both periods analyzed instated of inverted 
pattern expression as NP/LL. As mentioned above, the protein restriction could influence the 
SCN output signal induced by exposure to ALAN to liver. Besides protein restriction induce 
increased sympathetic autonomic signals to peripheral tissues [44, 45].  Thus we believed that 
a combinatorial effect of LP diet and exposure to ALAN could be triggering the different 
pattern expression of Pck1 in NP/LL and LP/LL mice.     
       In summary, we observed that LP mice exposed to ALAN showed some similar 
metabolic effects than NP/LL mice, including increased body and fat pad weights, glucose 
intolerance, high levels of fast and fed glycemia as well as increased expression of Pck1 gene 
at subjective day. However LP/LL mice also exhibited some specific changes, including 
decreased locomotor activity at subjective night, and insulin sensitivity at subjective day, as 
well as down-regulation to Atf-4/Fgf-21 axis. Moreover, LP/LL group did not show shifted 
energy intake toward subjective day. Taken together our results suggest that protein 
restriction concomitant to exposure to ALAN leads to similar alterations in energy 
metabolism, instead of predisposing to severe metabolic syndrome phenotype.  
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2.4 Discussão 
Aqui nós demonstramos primeiramente que a exposição à LAN leva ao 
desenvolvimento de esteatose hepática, a qual pode ser atribuída pelo aumento da expressão 
de miRNAs que regulam a expressão de Rev-erbα, levando a redução do efeito repressor 
desse clock gene e, aumento da expressão dos seus alvos lipogênicos ACL e FAS. Além 
disso, nós também mostramos que embora a restrição de proteínas concomitante a exposição à 
LAN leve ao desenvolvimento de alterações no metabolismo da glicose similares a 
camundongos alimentados com dieta normoproteica e expostos à LAN, a redução desse 
nutriente também modificou algumas das alterações promovidas pela exposição à LAN, 
indicando que a redução de proteínas poderia influenciar as respostas desencadeadas pela 
maior exposição a esse fator ambiental. 
O SCN sincronizado pela luz ambiente durante o ciclo claro/escuro gera e 
transmite os sinais rítmicos que levam ao padrão oscilatório do consumo alimentar [82].  
Dessa forma, já foi demonstrado que camundongos expostos à LAN apresentaram perda da 
ritmicidade da  atividade neuronal do SCN e do ritmo do comportamento alimentar, bem 
como mudança de fase do consumo alimentar [27]. Além disso, esses camundongos exibiram 
aumento do peso corpóreo, redução da captação de glicose e resistência periférica à insulina 
[27]. Em ambos os nossos estudos camundongos expostos à LAN exibiram arrítmico 
consumo alimentar, acompanhado de alteração do tempo de ingestão.  Ademais, nós também 
observamos que esses camundongos apresentaram maior ganho de peso corpóreo, intolerância 
a glicose e redução da sensibilidade periférica à insulina. Estudos prévios tem demonstrado 
que mudanças no padrão oscilatório da presença de nutrientes está relacionado como o maior 
peso corpóreo, menor captação de glicose e sensibilidade periférica, bem como aumento da 
produção endógena de glicose [83-85]. Além disso a restrição da disponibilidade de nutrientes 
apenas no período de maior atividade resulta na prevenção do desenvolvimento de alterações 
metabólicas, indicando que a sinalização induzida pelos nutrientes desempenha um papel 
crítico na regulação da oscilação diária do metabolismo energético [86-88]. Assim, essas 
evidências nos indicam que a exposição à LAN levando a alterações na funcionalidade do 
SCN, promoveria mudanças no comportamento rítmico do consumo alimentar, fato que 
poderia levar ao desenvolvimento da obesidade e desordens metabólicas. 
As oscilações de presença e ausência de luz durante o ciclo claro/escuro também 
são fundamentais para a regulação, via SCN, da secreção do hormônio melatonina. Já é bem 
estabelecido que a liberação desse hormônio ocorre de maneira circadiana, sendo maior 
durante o período noturno, e menor durante a fase clara [89]. Dessa forma já foi reportado que 
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a exposição à LAN leva a redução dos níveis plasmáticos de melatonina [90]. Corroborando 
os dados já publicados, nós também encontramos em nosso estudo que camundongos 
expostos à LAN apresentaram redução da secreção de melatonina, a qual foi avaliada pelos 
níveis do seu metabólito na urina desses camundongos. Estudos prévios tem demonstrado o 
importante papel que esse hormônio desempenha na organização temporal do relógio 
periférico bem como dos processos fisiológicos e comportamentais com o ciclo claro/escuro. 
Portanto, alterações na secreção de melatonina levam a dessincronização dos ritmos 
comportamentais e do relógio circadiano, além de prejuízo na homeostase energética [91]. 
Reforçando essa ideia, já foi demonstrado que a ausência de melatonina em animais 
pinealectomizados levou a alterações nos ritmos do consumo alimentar e atividade 
locomotora [92, 93] bem como resultou no desenvolvimento de intolerância à glicose [94], 
resistência periférica à insulina [93] e mudanças na distribuição temporal da glicogenólise e 
da lipólise [92, 95]. Nossos dados novamente corroboram os achados prévios, visto que em 
nosso estudo, além de apresentarem redução do metabólito da melatonina, camundongos 
expostos à LAN exibiram um fenótipo semelhante ao apresentado por roedores com ausência 
de melatonina. Dessa forma, essas evidências nos indicam que a redução da liberação da 
melatonina induzida pela exposição à LAN pode estar contribuindo para o desenvolvimento 
das alterações metabólicas e comportamentais, apresentadas por camundongos expostos à 
LAN. 
A dessincronização do relógio biológico, a qual ocorre em pessoas que trabalham 
com mudanças de turnos, leva a perda da integração entre o sistema circadiano e o 
metabolismo. Em nosso trabalho, a exposição à LAN levou a dessincronização dos genes 
componentes do relógio circadiano, fato que corrobora os dados prévios da literatura que 
mostram que a exposição à luz de baixa intensidade a noite leva a dessincronização do relógio 
periférico [29]. Além de mudanças no perfil de expressão individual dos genes componentes 
da maquinaria do relógio, nós também encontramos alterações nas alças de feedback auto-
regulatórias. Camundongos expostos à LAN apresentaram aumento acentuado na expressão 
de Per1 e Per2 no período subjetivo dia, fato que poderia estar desencadeado a redução da 
expressão de Bmal1 e consequentemente a redução na expressão de Rev-erbα. Nós ainda 
observamos que as mudanças na expressão da maquinaria do relógio, induzida pela exposição 
à LAN, foram acompanhadas por alteração no metabolismo lipídico devido ao aumento da 
expressão de proteínas envolvidas na via da DNL como a ACL e FAS. Entre os genes 
componentes do relógio circadiano, a alteração na expressão de Rev-erbα, coincide com a 
maior expressão de ACL e FAS, uma vez que já foi demonstrado que camundongos knockout 
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para Rev-erbα desenvolveram esteatose hepática devido ao crítico papel que esse gene 
desempenha na regulação da expressão de proteínas da via da lipogênese de novo como ACL 
e FAS [12]. Dessa forma, nossos dados sugerem que a exposição à LAN leva ao 
desenvolvimento de esteatose hepática possivelmente pela alteração na expressão do gene 
Rev-erbα. 
Recentes estudos tem demonstrado que a expressão circadiana da maquinaria do 
relógio além de ser regulada pelas alças de feedback auto-regulatórias pode também ser 
modulada por mecanismos pós-transcricionais, através da ação dos miRNAs [9, 67, 96, 97]. 
Em nosso estudo nós observamos que a expressão gênica e proteica de Rev-erbα foi modulada 
após a transfecção de miméticos dos miR-140-5p, 185-5p 326-5p e 328-5p em cultura 
primária de hepatócitos. Contudo, somente os miR-140-5p e 185-5p demonstraram ação 
direta na região 3’UTR de Rev-erbα, visto que apenas esses dois miRNAs reduziram a 
atividade da luciferase. Estudos prévios já reportaram que os miRNAs podem atuar de 
maneira convergente, o que significa que diferentes miRNAs podem interagir com a região 
3’UTR de um mesmo gene e induzir através de uma ação sinérgica a modulação da expressão 
do alvo em comum [98, 99]. Dessa forma, já foi demonstrado que o gene Mtp pode ser 
modulado através de uma ação combinatória dos miR-375, 124a e let-7b em ilhotas 
pancreáticas [100]. Ademais, os miRNAs, além de controlarem a expressão gênica e/ou 
proteica através de uma ação direta na região 3’UTR do seu alvo, podem também atuar de 
maneira indireta sendo a ação do miRNA mediado no gene alvo por um outro regulador. 
Dessa forma, já foi demonstrado que o miR-499, através da modulação direta e indireta de 
importantes genes envolvidos no processos cardíacos, participa do desenvolvimento de 
cardiomiopatias como a insuficiência cardíaca [101]. Baseado nessas evidências nossos 
resultados indicam que a expressão do gene Rev-erbα pode ser modulada direta ou 
indiretamente através de uma ação convergente do miR-140-5p / 185-5p e miR-326-5p / 328-
5p, respectivamente.  
A participação dos miRNAs no desenvolvimento de doenças metabólicas em 
modelos animais e humanos está sendo altamente investigado. Estudos prévios já 
demonstraram, através de análises de bioinformática, que a expressão alterada dos miR-185-
5p, 140-5p, 326-5p e 328-5p está associado com o desenvolvimento da obesidade em 
humanos e camundongos [102]. De fato, já foi reportado que os níveis circulantes de miR-
140-5p estão aumentados em pacientes com obesidade mórbida [103]. Além disso, 
camundongos submetidos a HFD exibiram aumento da expressão do miR-185-5p no fígado, o 
qual foi demonstrado exercer um papel importante na desregulação do metabolismo do 
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colesterol [104]. Aqui nós mostramos que a exposição à LAN levou ao aumento da expressão 
desses miRNAs, os quais possuem como alvo o gene Rev-erbα, indicando esse como um 
possível mecanismo pelo qual camundongos expostos à LAN apresentaram redução da 
expressão desse gene e consequentemente aumento da expressão de ACL e FAS. 
Corroborando nossa hipótese, a expressão exógena dos miR-140-5p, 185-5p, 326-5p, em 
cultura primária de hepatócitos, levou aumento da expressão dos alvos do gene Rev-erbα. 
Assim, nossos resultados indicam que a esteatose hepática induzida pela exposição à LAN, 
poderia ser desencadeada pelo aumento da expressão de miRNAs que regulam a expressão do 
clock gene Rev-erbα.  
A expressão de miRNAs pode ser modulada por meio das proteínas envolvidas no 
seu processamento como a DICER. Essa regulação torna-se evidente em modelos animais 
com alteração na expressão dessa proteína, bem como, em roedores que exibem deleção do 
gene que codifica a Dicer. Assim, já foi demonstrado que camundongos knockout para Dicer 
apresentaram alteração na expressão de miRNAs, bem como de seus genes alvo envolvidos 
no metabolismo da glicose e de lipídeos, fato que culminou na depleção de glicogênio no 
fígado e esteatose hepática [105]. Ademais, já foi demonstrado que a expressão de Dicer no 
fígado apresenta um padrão oscilatório ao longo de 24 hr, o qual quando deletado, em 
camundongos knockout, resulta na perda do perfil oscilatório da expressão de miRNAs e de 
mRNAs [106]. Por fim, foi demonstrado recentemente que o perfil oscilatório da expressão de 
Dicer pode ser alterado em camundongos diabéticos, fato que indica que o desenvolvimento 
de doenças metabólicas pode levar a mudanças na expressão dessa proteína e 
consequentemente na expressão dos miRNAs contribuindo para a progressão do quadro 
patológico [107]. Tendo em vista essas evidências, nós hipotetizamos que um dos 
mecanismos pelos quais camundongos expostos à LAN poderiam apresentar alterações na 
expressão de miRNAs seria através da mudança na expressão de proteínas envolvidas no seu 
processamento. 
Para estudar se a exposição à LAN concomitante à restrição de proteínas poderia 
levar ao desenvolvimento de alterações metabólicas mais acentuadas induzidas pelas 
alterações de fotoperíodo, nós iniciamos nosso trabalho submetendo camundongos 
C3H/Hepas a dieta hipoproteica. Nós escolhemos essa linhagem de camundongo devido a sua 
proficiência em secretar melatonina comparado a outras linhagens incluindo C57Bl6/J [108]. 
Entretanto, nós observamos que camundongos C3H/Hepas apresentaram adversidade na 
adaptação a dieta hipoproteica, resultando na alta taxa de mortalidade desses camundongos 
antes do final do período experimental. Dessa forma, apesar dos menores níveis de 
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melatonina apresentados pelos camundongos C57Bl6/J nós continuamos nosso estudo com 
esses camundongos, visto que o protocolo de restrição de proteínas nessa linhagem já está 
bem estabelecido em nosso laboratório.  
Em nosso trabalho nós observamos que a exposição à LAN concomitante a dieta 
hipoproteica resultou em ganho de peso corpóreo e alterações no metabolismo da glicose 
semelhantes aos camundongos expostos à LAN e alimentados com dieta normoproteica. 
Contudo a restrição proteica levou a prevenção de alterações comportamentais induzidas pela 
exposição à LAN, como por exemplo a mudança do consumo alimentar durante o subjetivo 
dia. Já foi reportado que as respostas geradas no SCN induzidas pela luz ambiente podem ser 
alteradas pela restrição de calorias [109-111]. Além disso, recentes estudos tem apontado que 
os efeitos na longevidade induzidos pelas restrição de calorias, pode ser na verdade 
promovidos pela restrição de nutrientes, como as proteínas, e não por uma redução no 
consumo total de calorias [112]. Baseado nessas evidencias nosso resultados indicam que a 
redução de proteínas na dieta poderia estar alterando as repostas geradas no SCN induzidas 
pela exposição à LAN, levando a prevenção das mudanças comportamentais em 
camundongos LP/LL.    
Camundongos LP/LL apresentaram aumento do peso corpóreo e dos depósitos de 
gordura, sem mudança de fase do consumo alimentar. Estudos prévios tem demonstrado que 
os efeitos metabólicos, como menor peso corpóreo, aumento da sensibilidade periférica e do 
gasto energético induzidos pela dieta hipoproteica é dependente do aumento da expressão de 
FGF-21 [113, 114]. Em nosso estudos camundongos LP/LD apresentaram as características 
típicas induzidas pela restrição de proteínas, incluindo menor peso corpóreo, aumento da 
tolerância à glicose e maior sensibilidade periférica à insulina em ambas as fases do ciclo 
claro/escuro. Por outro lado, camundongos LP/LL exibiram características opostas a essas, 
como maior peso corpóreo, intolerância à glicose e resistência periférica à insulina. Assim nós 
hipotetizamos que a exposição à LAN poderia estar induzindo alterações na expressão  de 
FGF-21 ou ainda na via de transdução de sinal desencadeada por esse hormônio levando a 
perda dos seus efeitos benéficos no metabolismo.     
Estudos prévios tem demonstrado que o metabolismo da glicose exibe um padrão 
oscilatório diário. Dessa forma, a glicemia plasmática bem como a tolerância à glicose e a 
sensibilidade periférica à insulina, exibem um padrão circadiano, o qual exibe um pico no 
ZT14 [115]. Esse paradoxo da maior glicemia concomitante a maior tolerância à glicose tem 
sido explicado pelo fato de que no final do período claro e início da fase escura ocorre um 
aumento da produção endógena de glicose, a qual juntamente com o pico do consumo 
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alimentar ultrapassa a capacidade da captação desse substrato energético [116]. Corroborando 
os dados já publicados, camundongos NP/LD exibiram aumento da glicemia a noite em 
paralelo com aumento da sensibilidade periferia bem como na maior expressão de Pck1, a 
qual indica maior produção endógena de glicose. Contudo, em nosso estudo nós observamos 
que camundongos NP/LP exibiram redução da tolerância a glicose no ZT14. Nós 
hipotetizamos que essa diferença entre os estudos ocorra devido a diferenças metodológicas 
principalmente relacionadas com o período de jejum realizado antes do teste.   
O SCN desempenha um papel importante na regulação da oscilação diária da 
glicêmica plasmática, através da modulação da produção hepática de glicose, via sistema 
nervoso autônomo simpático [117]. Corroborando essa ideia, a lesão bilateral do SCN leva a 
alteração na expressão da Pck1, bem como no processo de gliconeogênese [118]. Em nosso 
estudo nós observamos que a expressão da Pck1 foi alterada em camundongos NP/LL, sendo 
maior a  expressão desse gene durante a fase subjetivo dia.  Além disso, esses camundongos 
apresentaram aumento da glicemia de jejum e no estado alimentado também durante o 
subjetivo dia. Já foi demonstrado previamente que a atividade neuronal do SCN está alterada 
em camundongos expostos à LAN, fato que poderia levar a mudança do sinal emitido pelo 
SCN para o fígado, via sistema nervoso autônomo simpático resultando na alteração do 
padrão oscilatório da produção endógena de glicose [27]. Baseado nessas evidências nossos 
dados indicam que a exposição à LAN poderia levar ao aumento da glicemia e alteração da 
expressão da Pck1 para a fase supostamente dia, através da indução de mudanças nos sinais 
emitidos pelo SCN no controle da produção endógena de glicose no fígado.  
A insulina também regula a produção hepática de glicose sinalizando a inibição 
desse processo no fígado. Aqui nós observamos que camundongos LP/LL exibiram 
resistência periférica à insulina no período subjetivo diurno, a qual pode estar induzindo o 
aumento da expressão da Pck1 no fígado desses camundongos. Além disso, esse grupo 
também exibiu intolerância à glicose e aumento da glicemia no estado de jejum e alimentado,  
fato que está relacionado com a resistência periférica a insulina, bem como com a maior 
expressão de Pck1. Embora as alterações no metabolismo da glicose foram similares entre 
LP/LL e NP/LL, somente o grupo LP/LL mostrou redução da sensibilidade periférica a 
insulina no subjetivo diurno e aumento da expressão da Pck1 em ambos os períodos 
analisados ao invés de inversão de fase como ocorre no grupo NP/LL. Já foi demonstrado que 
a restrição de proteínas impacta o metabolismo energético e o relógio biológico presente nos 
tecidos periféricos [113, 114]. Além disso, como mencionado anteriormente a restrição de 
proteínas poderia influenciar as respostas geradas pelo SCN induzidas pela exposição à luz. 
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Assim, nós acreditamos que embora o fenótipo apresentado por ambos os grupos expostos à 
LAN sejam semelhantes, a restrição de proteínas pode estar influenciando as vias pelas quais 
esse fenótipo está sendo desenvolvido, devido ao seu impacto no metabolismo e no relógio 
periférico e possivelmente no relógio central. 
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2.5 Conclusão 
Com os resultados obtidos nós podemos concluir primeiramente que a exposição à 
LAN leva a perda da integração entre sistema circadiano e o metabolismo, fato demonstrado 
pelo desenvolvimento de esteatose hepática por meio da menor expressão de Rev-erbα, a qual 
foi induzida pelo aumento da expressão de miRNAs que possuem como alvo esse gene 
componente do relógio circadiano. 
Além disso, a exposição à LAN também levou a alterações no metabolismo da 
glicose como aumento da glicemia de jejum e alimentado, intolerância à glicose e maior 
expressão da Pck1 durante o subjetivo dia, independente do teor de proteínas da dieta. 
Contudo a restrição de proteínas também modificou algumas das alterações metabólicas e 
comportamentais promovidas pela exposição à LAN por meio das quais essa condição pode 
estar induzindo as alterações na homeostase da glicose. Dessa forma, a restrição de proteína 
não suscetibiliza o desenvolvimento dos efeitos deletérios induzidos pela exposição à LAN, 
mas sim modifica algumas das alterações induzidas por essa condição.   
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4. ANEXOS  
4.1 Procedimentos experimentais 
 
Avaliação corpórea e do estado nutricional 
 
Após a eutanásia dos camundongos o tecido adiposo branco perigonadal e 
retroperitoneal foi pesado e os respectivos valores percentuais foram expressos em relação ao 
peso corpóreo de cada camundongo. Além disso, o sangue foi coletado em tubos eppendorf, o 
qual após a centrifugação a 1.600 rpm durante 15 minutos foi armazenado a –20 °C para 
posterior determinação de insulina por radioimunoensaio.  
 
Teste de Tolerância a glicose (ipGTT) e a insulina (ipITT) 
Após 8h de jejum, antes dos experimentos serem realizados nos ZT/CT 2 e 14, os 
camundongos foram pesados, e em seguida foi realizada a coleta de sangue pela cauda para 
obtenção da glicemia de jejum (tempo 0), por meio de um glicosímetro (Accu-Chek 
Advantage, Roche, Suíça). Em seguida, os camundongos receberam uma injeção ip. de 
glicose na concentração de 2g/Kg do peso corpóreo. A glicemia foi verificada aos 15, 30, 60 e 
120 min após a aplicação da glicose. O cálculo da área abaixo da curva representa, em 
unidades arbitrárias, o perfil de glicose ao longo do teste do GTT.    
Para o ipITT, após um jejum de 2h, antes dos experimentos serem realizados nos 
ZT/CT 2 e 14, os camundongos foram pesados e a glicemia inicial (tempo 0) foi aferida por 
meio de um glicosímetro. Em seguida, os camundongos receberam injeção ip de 1.0 U/Kg de 
insulina e a glicemia foi verificada nos tempos 3, 6, 9, 12 e 15 min após a administração de 
insulina. O cálculo da constante de decaimento (KiTT) da glicemia foi realizado conforme 
descrito previamente [119]. 
 
Atividade Locomotora  
Para avaliação da atividade locomotora foram utilizadas gaiolas acopladas ao 
sistema de sensor de feixe óptico (Pan Lab/Harvad instruments Barcelona, Espanha). Após 
24 horas de aclimatação, iniciou-se a determinação da atividade locomotora. Os dados obtidos 
foram analisados pelo programa Compulsive® (Pan Lab/Harvad instruments, Barcelona, 
Espanha) acoplado ao sistema. 
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Consumo alimentar 
Para realizar o consume alimentar, camundongos dos grupos estudados foram 
colocado em gaiolas metabólicas, e após um período de aclimatação de 24 horas a quantidade 
de dieta consumida foi avaliada nos ZT/CT 0-12 e ZT/CT 12/24.  
	
Medição do metabólito 6-Sulfatoximelatonina 
O metabólito do hormônio melatonina, o 6-sulfatoximelatonina, foi avaliado na 
urina dos camundongos exposto à LAN, utilizando gaiolas metabólicas. Assim, após um 
período de aclimatação (24 horas), a urina dos camundongos foi coletada entre os ZT/CT 12-
24. Após a coleta o 6-sulfatoximelatonina foi medido por meio do kit de ELISA (IBL, 
Switzerland) conforme instruções do fabricante.  
 
Dosagem de Insulina  
A insulina plasmática foi quantificada pelo método de radioimunoensaio 
utilizando-se anticorpo específico (anti-rat), insulina de rato para traçar a curva padrão e 
insulina recombinante humana marcada com Iodo 125 (PerkinElmer) [120]. 
 
Corte histológico 
Amostras de fígado e tecido adiposo perigonadal foram fixados em PBS contendo 
4% de formaldeído por 24 horas a temperatura ambiente. Após esse período as amostras 
foram lavadas 3 vezes com PBS e mantidas em 70% de álcool a 4 oC. Então os tecidos foram 
envolvidos em parafina e cortados, sendo posteriormente realizado a coloração dos tecidos 
com hematoxilina-eosina. O diâmetros dos adipócitos foi determinado utilizando o programa 
ImageJ (National Institutes of Health, MD, USA). 
 
Conteúdo hepático de lipídeos 
Amostras de fígado foram coletadas para extração de lipídeos através do método 
de Folch [121]. Após a extração foi realizado a verificação dos níveis de triglicérides e 
colesterol através de kits específicos conforme instruções do fabricante (Roche, Mannheim, 
Germany).  
 
Cultura Primária de Hepatócitos 
Camundongos foram anestesiados com pentobarbital (75mg/kg, ip.) e após a 
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incisão abdominal a via porta foi canulada usando um cateter 22G. Em seguida a veia cava 
inferior foi cortada e 50mL de solução de Hanks isenta de Ca2+ foi perfundida pelo fígado 
para a retirada do sangue do tecido. Logo após foi perfundido 50mL de Hanks contendo Ca2+ 
e colagenase do tipo IV (1mg/mL). Em seguida o fígado foi removido e as células foras 
dispersas e filtradas. A solução contento os hepatócitos foi centrifugada a 120g durante 5 min 
e em seguida o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 50mL de Hanks. Após nova 
centrifugação a 100g , o sobrenadante foi novamente retirado e em seguida foi acrescido 
50mL de Percol a 25%. Após a centrifugação (100g) foi realizada a retirada do sobrenadante e 
adicionado 50mL de Hanks. Em seguida, após a centrifugação e retirada do sobrenadante foi 
colocado 50mL de William Media contendo 10% de FBS. Em seguida foi determinado a 
viabilidade celular, a qual foi maior que 85% utilizando o método do trypan blue. Após isso 
as células foram plaqueadas e incubadas a 37°C in a 5% CO2.  
 
Transfecção usando miméticos dos miRNAs 
Após o isolamento, os hepatócitos foram plaqueados e incubados por 4 horas a 
37°C a 5% CO2. Em seguida os hepatócitos foram transfectados com 50nM dos miméticos 
dos miRNAs (140-5p, 185-5p, 326-5p, e 328-5p) ou com o mimético do controle 
(Dharmacon, Colorado, USA), de acordo com as instruções do fabricante. Após 10 horas da 
transfecção os hepatócitos foram sincronizados usando DMEM/F12 com 50% de soro de 
cavalo por 2 horas. Em seguida o meio foi substituído por DMEM/F12 contando apenas 0.5% 
de FBS, sendo esse considerado o CT0. As células foram coletadas no CT36 , o qual foi 
determinado com experimentos prévios (ver figura abaixo), e estocadas no -80°C.  
 
Expressão de Rev-erbα após a sincronização utilizando soro de cavalo em 
cultura primária de hepatócitos. Após o 
isolamento, os hepatócitos foram incubados por 12 
horas. Após esse período foi realizado o choque com 
soro de cavalo (50%) para a sincronização das 
células. Após duas horas o meio foi substituído por 
DMEM/F12 contando apenas 0.5% de FBS, sendo 
esse considerado o CT0. Os hepatócitos foram 
coletados a cada 6 horas durante 36 horas. N=3 camundongos. 
 
Construção do plasmídio e o teste da luciferase 
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A região 3’UTR do Rev-erbα foi amplificada por PCR a partir do cDNA de 
camundongo e clonado no vetor de luciferase pmiR-GLO (Promega, Wisconsin, USA). A 
sequencia mutante específica para cada sítio de ligação dos miRNAs foi gerado e adicionado 
ao vetor conforme descrito previamente [122-125]. O vetor contendo a sequencia da região 
3’UTR do Rev-erbα e os miméticos dos miRNAs foram co-transfectados em células HEK293 
nas concentrações de 100ng e 50nM respectivamente, usando o reagente DharmaFECT-dual 
(Dharmacon, Colorado, USA). Depois de 48 horas as células foram lizadas e a atividade da 
luciferase foi medida usando o kit Dual-Luciferase Report Assay (Promega) de acordo com as 
instruções do fabricante.     
 
Western Blot 
Amostras de fígado foram politronadas com um tampão anti-protease e anti-
fosfatase. Em seguida foi realizada a dosagem de proteínas e a normalização pelo volume para 
que todas as amostras ficassem na concentração de 2µg/µl. Após a adição do Laemili, as 
amostras foram fervidas por 5 minutos a 95ºC e 30 µg de proteína foram aplicados em gel de 
10%. Em seguida as proteínas foram separadas por eletroforese, sendo posteriormente 
transferidas em membranas de PVDF ou nitrocelulose e bloqueadas com 5% de leite por 2 
horas. Depois as membranas foram incubadas com anticorpo primário contra as proteínas: 
ACL (Cell Signaling; Catalog number: 4332S), FAS (Cell Signaling; Catalog number: 
3189S), p-ACC (Cell Signaling; Catalog number: 3661S) ACC (Cell – Signaling; Catalog 
number: 3662S), REB-ERBα (Abcam; Catalog number: 174309; dilution 1:1000). 
VINCULIN (Sigma; Catalog number: V9264; dilution 1:1000) ou α-TUBULIN (Santa Cruz; 
Catalog number: SC-8035) foram usados como controle interno dos experimentos. A detecção 
do sinal das proteínas foi realizado após incubação de 1 hora com o anticorpo secundário 
apropriado pelo método de quimiluminescência. A intensidade das bandas foi quantificada 
utilizando o programa ImageJ (National Institute of Mental Health, USA). 
 
Real Time qPCR para mRNAs e miRNAs  
Após a coleta do fígado nos ZT/CT 2 e 14, o RNA total foi extraído e amostra de 
1 µg de cada RNA foi submetida à reação de transcrição reversa (RT) com primers 
randômicos. Para isto, foi adicionado em cada amostra tampão da enzima, DTT (100 mM), 
dNTP mix (10mM), e a enzima SuperScript II (200U; Invitrogen – Life Technologies). Em 
seguida as amostras foram incubadas por 2 horas a 37ºC para a reação e obtenção do cDNA. 
Os qPCRs foram realizados numa reação contendo 20 µl de volume final, composta por 4 µl 
	
	
	
91	
do cDNA (0,1 µg/µl), 10 pmol/l de cada primer e SYBR Green PCR Master Mix (Applied 
Biosystems). Os produtos foram detectados com o sistema 7500 Fast para real time PCR 
(Life-Applied Biosystems). Os valores obtidos foram normalizados pelos valores do gene 
controle: rlpl0 (ribosomal protein large P0, ou 36B4) e foram expressados como a expressão 
relativa pelos níveis do controle no ZT 2 (2-ΔΔCT).  Para a análise da epressão dos miRNAs, o 
RNA total extraído foi reversamente transcrito utilizando o kit miRScript RT II (Qiagen, 
Hilden, Germany), conforme instruções do fabricante. As reações de qPCR foram realizadas 
usando o miScript Sybr Green PCR (Qiagen, Hilden, Germany) conforme instruções do 
fabricante. A expressão dos miRNAs foi normalizado pelo gene U6 usando o método 2-ΔΔCT. 
 
Análise Estatística 
Os resultados foram expressos como média ± erro padrão (EPM). A análise de 
alguns parâmetros entre os grupos L/D e L/L, foram avaliados por meio do Teste  t de Student 
onde indicado. Análises que envolvem os fatores exposição à LAN e ZT/CT ou exposição à 
luz e dieta foram analisados pela variância (ANOVA) de duas vias seguida do post hoc test 
Tukey. O nível de significância adotado foi P <0.05. 
	
	
	
	
92	
 
4.2 Comitê de ética 
 
 
 
	
	
	
93	
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